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分 子 细胞 生物 学 实验 技术 发 展 迅猛 ， 新 方法 层出不穷 ， 并 广泛 应 用 于 教学 科研 中 ， 有 些 
已 经 或 正在 转化 为 生产 力 。 展望 21 世纪 , 它 必 将 为 最 终 解决 人 类 疾病 和 农业 等 重大 问题 发 挥 
主导 作用 。 为 了 争夺 21 世纪 生物 技术 的 制高点 ， 我 国 的 “863” 计 划 、 欧 洲 的 “ 尤 里 卡 计 
划 ”、 美 国 的 “面向 21 世纪 的 生物 技术 计划 ”以 及 我 国 当前 正在 实施 的 “国家 重点 基础 研究 
发 展 规划 项 目 ”简称 “973” 计 划 都 是 在 竞相 聚集 和 培养 人 才 ， 以 研究 和 开发 生物 技术 。 在 为 
21 世纪 培养 生物 技术 人 才 的 系统 工程 中 , 师范 院 校 和 综合 性 大 学 同样 责无旁贷 ,本 书 正 是 以 
这 样 的 责任 感 而 努力 编辑 出 版 的 。 

1992 年 6 月 我 们 与 医科 院 基础 所 联合 在 首 师 大 生物 系 举办 了 “全 国 分 子 生物 学 实验 技术 
研讨 班 ”， 并 配套 编 印 了 相应 的 实验 教学 讲义 。 历 经 十 余 轮 的 研究 生 必 修 课 、 本 科 生 选修 课 和 
师资 进修 班 的 教学 实践 ， 尤 其 是 经 过 科研 应 用 的 检验 和 两 次 较 大 修改 ， 现 已 能 比较 系统 地 介 
绍 当代 分 子 细胞 生物 学 领域 中 , 为 培养 人 才 最 需要 、 最 常用 、 也 较 先进 的 实验 技术 和 方法 。 为 
了 能 适应 今后 一 段 时 期 高 师 院 校 教学 科研 的 需要 ， 本 着 结合 实际 略 有 超前 的 原则 ， 我 们 再 一 
次 进行 补充 调整 ， 并 编辑 成 蔬 ， 作 为 普通 师范 院 校 分 子 细胞 生物 学 实验 教材 ， 也 可 供 农业 院 
校 和 科研 单位 相关 学 科 参 考 使 用 。 

本 书 具 有 两 个 显著 特点 : (D 选材 的 宽广 性 ， 将 分 子 和 细胞 生物 学 常规 的 技术 和 最 新 发 
展 起 来 的 方法 有 机 地 结合 起 来 。 参 编 的 30 余人 分 布 于 14 个 不 同 的 单位 ， 他 们 都 是 科研 教学 
第 一 线 的 教师 、 博 士 或 研究 生 ， 都 各 具 相应 的 技术 专长 ;，(2) 易 用 性 : 编写 上 尽力 克服 以 往 
一 些 技 术 专著 降 汲 难 懂 、 不 适合 高 校 学 生 参 照 自 学 的 缺点 。 编 写 体例 适应 高 校 实验 教学 ， 实 
验 原 理 阐 述 深 入 浅 出 ， 实 验 步骤 清楚 明了 ， 结 果 分 析 图 文 并 茂 ， 尤 其 编写 者 将 宝贵 的 实践 经 
验 教 训 渗透 在 字里行间 , 使 再 用 者 少 走 弯路 , 是 一 本 实用 性 很 强 的 分 子 细胞 生物 学 实验 教材 ， 
可 供 不 同 实验 基础 条 件 的 师范 院 校 和 综合 性 大 学 的 研究 生 和 本 科 生 使 用 。 通 过 此 教材 精心 培 
训 的 学 生 ， 将 会 在 分 子 生物 技术 领域 中 具有 较 强 的 竞争 能 力 。 

本 书 的 主编 : 印 莉 萍 、 刘 祥 林 ， 副 主编 ， 祁 晓 廷 、 洪 剑 明 、 刘 维 仲 。 

参加 编写 的 人 员 按 姓氏 笔画 排列 : 

ER (中科院 植物 所 ,博士 )、 王 少 华 、 孔 冬 冬 ( 中 科 院 植物 所 ， 博士)、 左 文 傅 、 印 莉 
E. LER, BRE RAR. MAR GLKA, SR (北京 大 学 ,博士 )、 李 艳 红 、 李 
丹 、 刘 祥 林 、 刘 松 梅 (北京 林业 大 学 )、 刘 维 促 山西 师 范 大 学 )、 刘 家 向 、 吴 群英 、 吴 晓 强 
CART University, USA), RREH (协和 医科 大 学 . 博士 )、 汪 洪 捷 、 周 海燕 、 张 滨 、 张 承 说 、 
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张 勇 (清华 大 学 博士 )、 姚 剑 虹 RAKED. i 首都 医科 大 学 )、 颜 芳 Ch ABET 
物 所 ) 、 洪 剑 明 、 柴 晓 清 、 晏 月 明 、 黄 勤 妮 、 温 波 〈 中 国医 学 科学 院 实验 动物 研究 所 ) 、 华 民 
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本 书 的 编写 人 员 虽然 各 具 相应 的 技术 专长 . 都 是 教学 科研 第 一 线 的 教师 、 博士 和 研究 生 ， 
但 编写 过 程 中 的 差错 和 朴 漏 恐 怕 慎 防 不 及 ， 克 请 同行 朋友 批评 指正 ， 以 便 进 一 步 完 善 这 本 教 
材 。 
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DNA 的 制备 和 分 析 


核酸 是 生物 遗传 信息 的 携带 者 ， 在 生物 体内 决定 着 蛋白 质 的 生物 合成 ,具有 极为 重要 的 
生理 功能 。 生 物体 的 DNA 主要 包括 染色 体 DNA ( 核 基因 组 )、 线 粒 体 DNA (mtDNA), Of 
绿 体 DNA (cpDNA), MEIE DNA 和 质粒 DNA 等 。 高 纯度 、 完 整 性 好 的 基因 组 DNA 对 分 
子 生物 学 研究 非常 重要 ， 因 此 研究 DNA 的 提取 方法 极为 有 意义 。 

DNA 通常 与 蛋白 质 及 部 分 RNA 结合 成 染色 体 存在 , 因此 分 离 核 酸 首先 要 破碎 细胞 , 然 
后 采用 各 种 方法 将 DNA 中 的 蛋白 质 、 糖 类 、 脂 类 和 盐 类 等 物质 除去 以 纯化 DNA。 在 提取 过 
程 中 , 要 保证 DNA 不 被 内 源 或 外 界 污染 的 DNase 降解 以 保持 DNA 的 完整 性 , 并 要 排除 其 它 
分 子 的 污染 。 

DNA 的 一 般 提取 方法 可 归纳 如 下 : 


1. 生物 材料 的 选择 


包括 动物 、 植 物 、 微 生物 ， 主 要 考虑 生长 状态 或 生长 期 ， 不 同 的 组 织 或 器 官 ， 样 品 取材 
的 难 易 及 丰富 程度 。 
2, 细胞 的 破碎 〈 在 缓冲 液 中 ) 

机 械 法 ;组织 换 碎 机 、 玻 璃 匀 浆 器 、 研 钵 研磨 。 

物理 法 :反复 冻 融 法 〈 一 15C 一 20C， ERA FAW MM), IIA 〈905C 一 冰冻 ， 
主要 用 于 细菌 病 毒 )、 超 声波 处 理 法 多 用 于 微生物 )。 

化 学 及 生化 法 ， 自 溶 法 在 一 定 的 条 件 下 加 防腐 剂 ， 自 身 酶 系 破坏 细胞 ， 因 时 间 长 不 易 


控制 ， 一 般 不 用 )、 溶 菌 酶 (破坏 细菌 细胞 壁 )、 纤 维 素 酶 (用 在 植物 细胞 上 )、 表 面 活性 剂 
(SDS 和 TritonX 一 100 等 )。 


3. 细胞 器 的 分 离 


提取 细胞 的 线粒体 和 叶绿体 DNA. 首先 应 分 离 出 线粒体 和 叶绿体 , 一般 采取 在 适当 介质 
中 的 差 速 离心 法 分 离 。 


4. DNA 的 提取 


一 般 采 用 酚 / 氧 仿 去 除 蛋 白质 , 用 高 盐 除 去 糖 类 . 用 去 污 剂 如 SDS、CTAB 等 溶解 细胞 膜 ， 
EEEE. 抑制 DNase 活性 ， 最 后 用 乙醇 或 异 丙 醇 沉淀 DNA. 
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5. DNA BSE 


无 论 采用 哪 种 方法 提取 DNA. 都 有 不 同 程度 的 蛋白 质 、 多 糖 以 及 一 些 盐 类 污染 , 因此 进 
一 步 纯化 DNA 是 非常 必要 的 。 常 用 的 方法 有 有 机 溶剂 抽 提 、 沉 淀 、 柱 层 析 法 、 梯 度 离心 法 、 
用 酶 温和 消化 杂质 等 。 


1.1 细菌 质粒 的 制备 


质粒 是 染色 体外 能 独立 遗传 的 共 价 闭合 双 链 DNA 分 子 ， 它 存在 于 细菌 和 其 它 一 些 生物 
体内 ， 能 够 提供 给 宿主 细胞 一 些 表 型 如 抗 药性 、 分 解 复杂 有 机 物 的 能 力 。 野 生 质粒 经 过 改造 
后 可 以 作为 基因 工程 的 载体 ， 这 种 基因 载体 工具 在 基因 工程 中 具有 极 广泛 的 应 用 价值 。 因 此 
质粒 的 分 离 与 提取 是 最 常用 、 最 基本 的 实验 技术 。 

细菌 质粒 是 最 常用 的 基因 工程 载体 , 它 的 提取 可 以 分 为 以 下 三 步 ; 细菌 培养 物 的 生长 , 细 
菌 的 收集 和 裂解 , 质粒 DNA 的 纯化 .细菌 培养 物 是 通过 在 含有 适当 浓度 的 抗生素 的 液体 培养 
基 中 接种 一 含有 所 提 质 粒 的 宿主 菌 的 单 菌落 ，37 C 下 150~250rpm 摇 培 过 夜 即 可 获得 。 对 松 
弛 型 的 质粒 ， 可 以 在 细菌 生长 的 对 数 后 期 加 入 氨 霉 素 抑制 宿主 菌 蛋 白 的 合成 和 染色 体 DNA 
的 复制 来 增加 拷贝 数 。 细 菌 的 收集 可 以 采用 离心 的 方法 ， 为 了 防止 细菌 排除 的 代谢 废物 影响 
质粒 的 纯度 ， 可 以 用 液体 培养 基 或 生理 盐水 洗 1 一 2 次。 细胞 裂解 的 方法 很 多 ， 如 去 污 剂 法 、 
者 沸 法 、 碱 变性 法 等 。 这 些 方法 各 有 利弊 ， 要 根据 质粒 的 性 质 、 宿 主 菌 的 特性 及 后 续 的 纯化 
方法 等 多 种 因素 加 以 选择 。 粗 提 质 粒 为 了 满足 一 些 实验 的 要 求 还 需要 进一步 纯化 , RI HE 
省 化 乙 锭 密度 梯度 离心 纯化 质粒 DNA 是 可 靠 经 典 的 方法 。 

细菌 质粒 的 提取 常 采用 碱 裂解 法 、 者 沸 法 、 一 步 提取 法 等 。 碱 裂解 法 利用 宿主 菌 线 状 染 
色 体 DNA 与 闭环 双 链 质粒 DNA 的 结构 状态 的 差异 来 提取 质粒 DNA。 当 同时 变性 时 ， 线 状 
DNA 变性 充分 而 质粒 DNA 处 于 拓扑 缠绕 的 自然 状态 而 不 能 彼此 分 开 。 当 条 件 恢复 时 〈 酸 中 
和 ), 质 粒 DNA 迅速 准确 配置 重新 形成 完全 天 然 超 螺旋 分 子 , 而 线 状 DNA 则 交 联 变 成 不 溶 于 
水 的 线 团 状 结构 ， 附 在 细胞 碎片 上 一 起 被 离心 除去 。 者 沸 法 利用 高 温 破坏 细菌 细胞 ， 同 时 利 
用 溶菌 酶 酶 解 细菌 细胞 小 量 一 步 提取 法 是 直接 将 细菌 培养 物 和 酚 /氯仿 混合 , 同时 完成 细胞 
裂解 、 蛋 白 变 性 两 个 过 程 。 


1.1.1 碱 裂解 法 


材料、 试剂 和 仪器 
1 材料 
含有 质粒 的 菌 种 
2. 试剂 
溶液 1 : 
50mmol/L 葡萄糖 
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25mmol/L Tris + HCl (pH8. 0) 
10mmol/L EDTA 
高 压 灭 菌 15min, 4C 贮 存 。 
iE: 溶液 1 可 以 用 TE RH, 
溶液 1 : 新 鲜 配 制 
0. 2mol/L NaOH (用 Smol/L NaOH 母液 配 ) 
1% SDS (用 10% SDS 母液 配 ) 
iE: 此 处 可 以 用 0. 4mol/L NaOH 和 2% SDS 的 母液 等 体积 混合 即 可 。 
WA: 
5mol/L KAc 60 mL 
冰 乙 酸 11.5 ml. 
ddH;O 28. 5ml. 
iE + 溶液 也 可 以 用 3mol/L KAc ft. 
3. 仪器 
恒温 扬 床 ， 合 式 离心 机 ， 低 温 冰冻 离心 机 ， 制 冰 机 ， 电 泳装 置 ， 便 携 式 紫外 灯 。 
实验 程序 
1. 小 量 提取 法 
(1) 在 含有 抗生素 的 LB 培养 基 中 接种 一 单 菌 落 ，37C150rpm 扬 培 过 夜 。 
(2) 取 1.5ml. 菌 液 于 小 离心 管 中 ， 室 温 12 000rpm 离心 smin 收集 菌 体 ， 弃 去 上 清 。 加 
入 100kl 冰 预 冷 的 溶液 1 ， 剧 烈 振 荡 直至 悬 液 发 稠 。 
(3) 加 入 200pl 新 配制 的 溶液 ! ， 快 速 颠倒 Sok. tok LE. 
(4) 加 入 150pl 用 冰 预 冷 的 溶液 ,温和 振荡 10s， 置 冰 上 5min。 
(5) 12 000rpm, 离心 10min , 转 上 清 于 另 一 管 中 , 用 等 体积 的 酚 /氯仿 抽 提 一 次 , 1 000rpm 
离心 2min， 吸 上 清 于 另 一 管 中 。 加 入 2 倍 体积 100% 乙 醇 ， 一 20C 沉 淀 Ihr. 
(6) 琼脂 糖 凝 腕 电泳 检测 质粒 的 完整 性 。 若 需要 可 以 进一步 纯化 质粒 DNA 以 达到 转化 、 
重组 的 要 求 。 
2. 大 量 提取 法 
41) 在 含有 抗生素 的 30ml LB 培养 基 中 接种 一 单 菌落 , 37 C150rpm 摇 培 至 对 数 晚 期 ， 然 
后 转 到 500mL 的 LB 培养 基 中 剧烈 扬 培 过 夜 。 此 时 也 可 以 加 入 氨 霉 素 以 增加 质粒 的 拷贝 数 。 
(2) 取 500ml. 菌 液 于 离心 管 中 , 4 000rpm 离心 15min 收集 菌 体 , 弃 去 上 清 , 重 悬 于 10mL 
冰 预 冷 的 溶液 1 中 。 
(3) 加 lml. 新 配制 的 溶菌 酶 溶液 (10mg/ml.， 溶 于 10mmol/L Tris * HCl, pH 8. 0)。 
(4) 加 入 20ml. 新 配制 的 溶液 1， BRET. 缓 缓 颠倒 离心 管 数 次 ， 以 充分 混 匀 内 容 物 。 
于 室温 放置 5~10min。 此 时 溶液 发 稠 。 
(5) 加 入 15ml. 冰 预 冷 的 溶液 在, 温和 振荡 数 次 . PEK E 10min, 此 时 溶液 出 现 白色 沉淀 。 
(6) 4 000rpm. 离心 10min. 转 上 清 于 另 一 管 中 . 用 等 体积 的 酚 / 氧 仿 抽 提 一 次 , 1 000rpm 
离心 2min， 吸 上 清 于 另 一 管 中 。 加 入 0. 6 倍 体积 异 丙 醇 混 匀 ,室温 沉淀 10 min, 
(7) 5 000 rpm 离心 15 min 回收 质粒 DNA 。70% 乙 醇 洗 一 次 后 , 空气 中 干燥 。 加 适量 的 
无 菌 水 或 TE 溶解 。 
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(8) 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 质粒 的 完整 性 。 若 需要 可 以 进一步 纯化 质粒 DNA 以 达到 转化 、 
重组 的 要 求 。 

iE: 小 最 提取 往往 不 能 满足 大 量 分 析 需 要 ,可 以 用 “中 量 提 取 法 ” 即 50 ml 菌 液 用 2 mL 溶液 1 ,4 ml 
溶液 工 和 3 mL 溶液 下 处 理 后 直接 用 等 体积 的 气 仿 抽 提 ,然后 分 装 小 离心 管 沉 演 分 析 用 ,这 样 即 节省 时 间 又 
便于 分 析 ， 


1.1.2 者 沸 法 


材料 、 试 剂 和 仪器 
1. 材料 
适合 者 沸 法 提取 质粒 的 细菌 如 含有 endA- 的 菌株 不 适宜 用 此 法 ) 
2. 试剂 
(1) STET : 0. 1mol/L NaCl, 10mmol/L Tris + HCl (pH 8.0) 
lmmol/L EDTA (pH 8.0). 5% Triton X-100 
(2) 溶菌 酶 10mg/ml.( 溶 于 10mmol/L Tris + HCl pH 8.0， 新 鲜 配 制 ) 
(3) RNaseA 10mg/mL 
(4) 异 丙 醇 
(5) 70% 乙 醇 
(6) TE 
3. 仪器 
离心 机 ， 制 冰 机 ， 水 浴 锅 ， 电 泳装 置 ， 便 携 式 紫外 灯 
实验 程序 
O) 离心 收集 的 细菌 用 350pl STET 悬浮 。 
(2) 加 入 25pl 新 鲜 配 制 的 溶菌 酶 液 ， 混 匀 。 者 沸 40s。 
(3) 室温 下 ，12 000g 离心 10min。 
(4) 转 上 清 于 另 一 管 中 或 用 灭 蓝牙 签 挑 出 沉淀 物 ， 上 清 中 加 入 40 (pl) 2. Smol/L NaCl 
(PH 5.2) 和 420ul SPINS, SRI. Si FHC FE Smin. 
(5) 4C. 12 000g, RÈ 5min, 
(6) 弃 上 清 ， 加 入 lml. 70% 乙 醇 洗 一 次 。 吹 干 ， 加 入 50 (yl) TE 溶解 。 


1.1.3 小 量 一 步 提取 法 


本 法 首先 由 Kamal Chowdhury 于 1991 年 报道 的 .其 原理 是 直接 将 细菌 培养 物 和 酚 / 氨 仿 
混合 ,同时 完成 细胞 裂解 、 蛋 白 变性 两 个 过 程 ， 然 后 离心 除去 大 部 分 细胞 核 DNA SEAR. 
含 质粒 DNA 的 上 清 用 异 丙 醇 沉淀 。 其 优点 是 操作 简单 、 方 使 、 经 济 , 特别 适合 大 量 质 粒 的 快 
速 分 析 。 

材料 、 试 剂 
1 材料 
含 质粒 的 细菌 
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2. 试剂 

(1) PCI: 酚 /氯仿 / 异 戊 醇 (25 : 24:1), 其 中 酚 用 TE (10mmol/L Tris + HCI pH 7. 5, 
Immol/L EDTA) 饱和 。 

(2) TER: TE. pH 7.5， 含 RNase 20kg/mL 


实验 程序 

(1) 取 0. 5mL 细菌 过 夜 培养 物 ， 置 1. 5ml Ep 管 中 。 

(2) 加 入 0. 5mL PCI， 用 振荡 器 最 大 速度 振荡 1min， 充 分 混 匀 。 

(3) 4C, 12 000g 离心 5min , 取 上 清 0.45mL 左右 , 移 至 另 一 个 Ep FH. 加 0. 5mL 异 
丙 醇 (不 加 盐 也 无 需 冷 冻 ) 混 匀 , 马上 12 000g, 离心 5min。 弃 上 清 , 用 70% 乙 醇 洗 一 次 , E 
气 中 干燥 ， 加 100pl TER 溶解 DNA。 取 S~10pl 电泳 分 析 。 


1.1.4 DNA 制备 试剂 念 


材料 、 试 剂 和 仪器 
1. 试剂 
(1) Wizard Plus SV Minipreps DNA 纯化 系统 
(2) 重 悬 液 
(3) 裂解 液 
(4) 碱 性 蛋白 酶 液 
(5) 中 和 液 
(6) 洗 脱 液 
(7) 在 应 用 新 的 Wizard Plus SV Minipreps DNA 纯化 系统 前 , 先 依照 下 列 程序 稀释 洗 脱 
Hi (Wash Solution) : 
DAMA 35ml.95% 的 乙醇 至 终 体积 55 mL (50 次 反应 
回 加 入 170m1.95% 的 乙醇 至 终 体积 270 mL (250 次 反 
实验 程序 
(1) 将 1~10 mL 细菌 培养 液 10 000g 离心 5min， 去 上 清 。 
(2) 加 入 250kl 细胞 重 悬 液 ， 涡 旋 使 细胞 完全 悬浮 。 
(3) 加 入 250kl 细胞 裂解 液 ， 颠 倒 试管 4 次 使 之 混合 (不 要 涡 旋 )。 观 察 到 悬浮 液 洪 清 以 
确保 裂解 充分 。 
(4) 加 入 10nl 碱 性 蛋白 酶 液 , 颠倒 试管 4 次 使 之 混合 。 室 温 静 置 5min。 
(5) 加 入 350pl 中 和 液 ， 颠 倒 试管 4 次 使 之 混合 。 
(6) 裂解 液 室温 14 000g 离心 10min 。 
《7) 先 将 自 旋 柱 插入 收集 管 中 ， 再 将 上 清 (49 850kl) 装 入 柱 中 。 
(8) 室温 14 000g 离心 Imin ， 取 下 柱子 ， 倒 去 收集 管 中 的 流出 液 。 
《9) 加 750pl 洗 脱 液 于 柱 中 。 
(10) 室温 14 000g 离心 Imin， 取 下 柱子 ， 倒 去 收集 管 中 的 流出 液 。 
(11) 加 250pl 洗 脱 液 于 柱 中 。 





统 )。 
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(12) 室温 14 000g 离心 2min。 
(13) 将 柱子 置 于 一 个 灭 过 菌 的 1. 5mL REE. 
(14) 柱 中 加 入 100pl 去 核酸 酶 水 ， 室 温 14 000g 离心 Imin 洗 陪 质粒 DNA. 


结果 分 析 

通过 琼脂 糖 凝 腕 电泳 检测 所 提 质 粒 的 完整 性 。 电 泳 后 经 EB 染色 后 在 紫外 光 下 可 以 看 到 
三 条 质粒 带 型 根据 电泳 的 快慢 由 〈 一 ) 到 〈 十 ) 分 别 为 开 环 COC), RAR CL) 和 超 螺旋 
(SC) 三 种 形式 。 根 据 其 中 线 状 条 带 的 位 置 可 以 估算 质粒 的 分 子 量 。 
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图 1. 1 质粒 DNA 的 分 子 构 型 (A) 及 琼脂 糖 凝 胶 电泳 图 示 (B) 
SC: MMAR DNA L: 线 杖 DNA OC: HFA DNA 


思考 是 
L 提取 质粒 的 一 般 原理 是 什么 ? 
2. 不 同 的 提取 方法 的 优 扇 点 如 何 ? 


参考 文献 


1. 黄 淼 芬 ，1987， 遗 传 工程 理论 与 方法 ， 科 学 出 版 社 168~170 
2. Davis, V, G. et al. 1986. Basic Methods in Molecular Biology. Science Publishing Co. Inc, New York 


3, 卢 圣 栋 ，1993， 现 代 分 子 生 物 学 实验 技术 . 高 等 教育 出 版 社 105~117 
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1.2 BREE DNA 的 制备 


酿酒 酵母 (saccharomyces serevisiae), —HR MAAK EM PA “KBR”. EET 
作者 对 酵母 菌 进行 了 广泛 的 研究 , EUROFAN (Europen Functioned Analysis Network) 已 于 
1996 年 4 H 24 日 完成 了 酵母 基因 组 测序 .这 是 第 一 个 完成 的 真 核 生物 完整 基因 组 ,共有 6 500 
个 基因 .酵母 菌 与 其 他 微生物 一 样 易于 培养 , 且 它 的 单 倍 体 核酸 DNA 容量 仅 为 大 肠 杆菌 基因 
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组 的 3. 5 倍 ， 亦 比较 简单 。 然 而 ， 尽 管 酵母 菌 基因 组 很 小 ， 但 它 的 许多 生物 学 特性 与 真 核 生 
物 相似 。 醇 母 菌 是 研究 遗传 学 和 分 子 生物 学 的 一 个 有 力 工具 ， 如 果 将 它 与 真 核 生物 的 一 系列 
基本 的 分 子 生物 学 问题 结合 起 来 可 以 说 酵母 菌 就 是 研究 真 核 生物 生命 现象 的 首选 工具 。 

培养 酵母 菌 即 简单 经济, 又 十 分 快捷 ,在 营养 丰富 的 培养 基 中 ,大 约 90min 的 时 间 即 可 
增殖 一 代 . 由 于 酵母 菌 可 在 成 分 明确 的 培养 基 中 生长 ,因此 已 分 离 到 大 量 的 营养 缺陷 型 酵母 菌 
株 , 这 不 仅 可 以 研究 酵母 菌 复杂 的 代谢 途径 ,而 且 还 可 以 提供 许多 有 利于 遗传 学 分 析 的 突变 
tk, 

单 倍 体 酵 母 细胞 基因 组 为 15Mb 的 、 含 16 条 大 小 约 为 200~2200kb 的 线性 染色 体 。 相 比 
较 而 言 ， 最 大 的 酵母 染色 体 仍然 比 哺乳 动物 染色 体 小 约 100 倍 左右 。 支 持 酵母 菌 染 色 体 功能 
的 三 种 基本 结构 元 件 已 经 被 确认 和 克隆 , 它们 分 别 是: 复制 起 点 (ARS 元 件 )、 着 丝 粒 (CEN 
元 件 ) 和 端 粒 (TEL 元 件 )。 利 用 这 些 克隆 化 的 元 件 已 经 构建 了 酵母 人 工 染色 体 YAC 载体 , 并 
应 用 于 各 种 染色 体 行为 的 研究 。 利 用 这 些 结构 元 件 , 再 加 上 克隆 化 的 酵母 菌 选 择 标记 与 大 肠 
杆菌 载体 融合 构建 成 穿梭 载体 ， 它 们 能 分 别 在 大 肠 杆 菌 和 酵母 菌 中 自主 复制 和 稳定 存在 。 

大 多 数 酵 母 载体 都 是 能 穿梭 于 酵母 和 细菌 之 问 的 穿梭 载体 。 根 据 不 同 用 途 , 可 分 为 克隆 
载体 、 表 达 载 体 、 转 导 载 体 和 用 于 诱 变 的 载体 ( 见 表 1 一 1)。 根 据 复制 方式 ,酵母 载体 也 可 分 
为 两 类 : 一 类 是 整合 载体 ， 这 种 载体 在 酵母 中 不 能 自我 复制 ， 只 能 通过 同 源 重组 整合 至 染色 
体 中 而 得 以 保存 。 这 类 载体 的 优点 是 一 个 基因 一 旦 被 克隆 和 整合 之 后 ， 将 随 染色 体 DNA 而 
分 离 , 因此 该 基因 在 细胞 分 裂 时 会 更 稳定 。 另 一 类 载体 , 它 包括 酵母 着 丝 点 序列 ,-- 般 在 克隆 

Zi- 常用 的 酵母 载体 






















































































- 载 体 启动 子 选 振 标 记 “| mE 应 用 | 
pSM1/2 SV40 Amp/LEU2 pDB248 构建 
pEVP11 adh Amp/LEU2 YEpl3 构建 
才 [PARTI adh Amp/LEU2 | pIRT2 构建 
达 pMB322 [adh ~~] Amp/URA3 pFL20 构建 
pCHY21 fp Amp/URAS | pFL20 | 诱导 
pREP1 nmt) Amp/LEU2 pUC119 诱导 
pPIP1/s nmtl | Amp/LEU2 | pucll9 ”| 诱导 及 整合 | 
pDB262 TC/LEU2 | 2u 基因 库 
pWH5 Te, Amp/LEU2 2 基因 库 
pON163 Amp. Km/ura# |arsl+ 基因 库 
克 pDB248 Te. Amp/LEU2 2p 各 种 目的 
降 pFL20 | | Te, Amp/URA3 | arsl 十 基因 库 
载 YEp13 Amp/LEU2 | 2u 各 种 目的 
体 |pIRT2 | Amp/LEU2 arsl 十 各 种 目的 
pIRT2V | | Amp/Ura4 | arsl+ 各 种 目的 
pURAG | Amp/Urai ars6 十 | 各 种 目的 
L pSTAI2 | Amp/sup3—5 | pMBI | 整合 
用 二 突变 的 载体 | PCRR1 | Te/LEU2 | Ars 诱发 突变 
转 导 载体 PALI9 f| Te/LEU2 Ars | tE | 








PAU21 _| Te/URA3 Ars ELTI 
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时 作为 一 个 CEN/ARS 盒 。 这 类 载体 同时 具有 自我 复制 能 力 并 且 在 细胞 分 裂 时 较 稳定 。 

表达 载体 ;表达 载体 能 通过 把 感 兴趣 的 cDNA 与 特殊 启动 子 相 融合 而 使 之 表达 。 病 毒 
SV40 早期 启动 子 在 裂 殖 醉 母 中 具有 活性 。 该 启动 子 能 在 相对 较 低 水 平 上 自发 表达 。 

尽管 醉 母 菌 的 基因 组 比较 小 、 但 酵母 菌 是 一 种 典型 的 真 核 生物 。 它 不 仅 含有 高 等 真 核 生 
物 细胞 中 有 了 膜 的 亚 细 胞 器 , 而 且 还 有 细胞 骨架 , 酵母 DNA 只 在 核 内 存在 , 尽管 无 组 蛋白 Hi， 
但 染色 体 DNA 的 核 小 体 结构 与 高 等 真 核 生物 仍 十 分 相似 .酵母 菌 DNA 的 转录 由 三 种 不 同 的 
RNA 聚合 酶 完成 ， 只 有 很 少 的 基因 出 现 内 含 子 ,mRNA (由 RNA 聚合 酶 1 转录) 具有 真 核 
生物 mRNA 典型 的 转录 后 修饰 [如 5 端 加 甲 基 化 的 乌 喀 啶 幅 (methyl 一 G) 和 3' 端 加 poly 
(AD 尾 ], 在 酵母 菌 中 已 有 几 种 经 充分 研究 的 分 沁 型 蛋白 和 外 激素 的 基因 , 表明 蛋白 加 工 是 一 
个 相当 复杂 的 过 程 。 总 之 ， 酵 母 是 一 种 最 简单 的 典型 真 核 生物 ， 它 良好 的 遗传 背景 ， 使 之 成 
为 进行 真 核 生物 的 基因 操作 的 常用 研究 工具 并 提供 了 大 量 可 借鉴 的 经 验 。 


上 2.1 酵母 细胞 质粒 DNA 的 分 离 





材料 和 试剂 

(1) YPD 或 选择 培养 基 

(2) 含 目的 质粒 的 酵母 菌落 

(3) 溶菌 缓冲 液 , 100 mmol/L Tris; 30 mmol/L EDTA; 0.5% SDS 

(4) 酚 / 氨 仿 / 异 成 醇 (25 : 24 : 1) 

(5) 0. 45 一 0. 52 mm 酸 洗 玻璃 珠 (Thomas Scientific) 

(6) TE 缓冲 液 

(7) 无 水 乙醇 ，70%% 乙 醇 
实验 程序 

(1) 在 无 菌 玻璃 试管 中 加 入 2 mL 带 有 抗生素 的 培养 基 , 接种 含有 带 目的 基因 质粒 的 单 菌 
落 , 在 摇动 培养 箱 中 30 C 过 夜 。 

(2) 将 菌 液 倒 入 微量 离心 管 中 , 室温 高 速 离心 s, AEW. 快速 振荡 分 散 沉 淀 物 。 

(3) 酵母 细胞 用 200 ul 溶菌 缓冲 液 重 悬 , 加 入 0. 3 g 玻璃 珠 〈 约 200 pl 体积 ) 及 200 pl 
酚 / 氨 仿 / 异 戊 醇 ， 在 旋涡 混合 器 上 高 速 振荡 2 min, 室温 高 速 离心 5 min, 

(4) 水 相 即 含 质粒 ， 一 方面 可 按 常规 用 乙醇 沉淀 质粒 ; 另 一 方面 也 可 直接 取 1~2 pl OK 
转化 大 肠 杆 菌 。 


1.2.2 酵母 染色 体 DNA 的 提取 
材料 和 试剂 


(1) 1 mg/ml. RNase A 
(2) 4 mol/L ZAR PRIME SE Smol/L 乙酸 钾 (KAc) 


实验 程序 
(1) 在 无 菌 三 角 瓶 中 加 入 10 mL 培养 液 , 接种 30 C. ABER. 
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(2) 室温 下 5 000rpm 离心 5 min, 弃 上 清 。 

(3) 细胞 用 100 pl 溶菌 缓冲 液 重 悬 . 快速 涡 旋 振荡 分 散 菌 体 沉淀 ,沸水 浴 15min, 

(4) 加 100 pl 2.5 mol/L KAc, 2k ERM 1 hr. 

(5) 13 000rpm. 4C 下 离心 5min, 上 清 液 转移 至 一 个 新 试管 中 , 加 100 pl 酚 /氯仿 / 异 友 
醇 、 在 旋涡 混合 器 上 高 速 震荡 3 min. 

(6) 室温 下 高 速 离 心 3 min, 取 上 清 , 加 30 pl 的 1mg/ml. RNase A. 混合 37 C 温 育 5 


《7) 加 100 pl 氯仿 / 异 戊 醇 , 混 匀 。13 000 rpm 离心 3min, 将 上 清 液 移 至 另 一 个 新 试管 


(8) 加 1 ml 冷 的 异 丙 醇 , —20 CACHE 10min. 

(9) 15 000rpm 离心 15min, 弃 上 清 。 

(10) H iml. 70% 乙醇 、13 000rpm 离心 10 min. 

aD 弃 上 清 , 干燥 沉淀 ， DNA 用 100 pl TE eh ae aR, 

10ml. 菌 液 大 约 可 以 得 到 20 pg 的 染色 体 DNA， 可 用 于 限制 性 酶 切 , 体外 PCR 扩 增 或 
Southern 分 析 , 对 于 Southern 杂交 , 当 用 5 pl DNA ( 约 1 pg) 在 20 pl 总 体积 下 消化 时 可 以 
得 到 最 佳 效果 。PCR 扩 增 时 , 则 在 50 pl 反应 体系 中 用 2 pl DNA, 


1.2.3 ”醋酸 锂 法 转化 酵母 细胞 


材料 、 试 剂 和 仪器 
1 试剂 
(1) 0.1 mol/L, 醋酸 锂 溶液 , pH 4.9 
(2) 50% PEG 4000 
(3) MB 培养 基 
2. 仪器 
超 净 台 , 离心 机 ， 制 冰 机 ， 水 浴 摇 床 ， 电 泳装 置 ， 便 携 式 紫外 灯 、 涡 旋 仪 
实验 程序 
1 感受 态 细胞 制备 
(1) 将 生长 活跃 的 酵母 培养 菌 接种 到 如 有 适当 氨基 酸 的 100ml. MB 培养 基 中 , 在 2 升 锥 
形 频 中 于 32C 摇 培 ， 令 其 生长 至 密度 为 0.5x10 /ml 细胞 。 
(2) 离心 (1 000g, 5 min) 收集 细胞 , 水 洗 两 次 后 悬浮 于 0. 1 mol/L 醋酸 锂 溶液 ( 约 1/ 
5 体积 ， 即 20m1.)。 
(3) 冲 悬 浮 液 于 30 (水 浴 轻 摇 培 养 30min。 
(4) 再 次 离心 收集 细胞 ， 重 悬 于 0. mol/L 醋酸 锂 中 使 细胞 浓度 为 1 x 10° /mL 细胞 
(5) 加 入 等 体积 10% DMSO 后 ， 以 每 份 200pl 分 装 贮存 于 一 80( 冰箱 中 。 
2. 转化 
O) FO. Iml 新 制 或 解冻 的 感受 态 细胞 中 加 入 15pl DNA ( 溶 于 含 0. Immol/L EDTA 的 
l0mmol/L Tris + HCl pH7. 5 中 或 TE 缓冲 液 中 )。 将 此 细胞 /DNA 混合 物 轻 缓 地 混 匀 ， 在 
30C 下 培养 60min, 








10 1 DNA 的 制备 和 分 析 


(2) 将 培养 物 轻 组 地 振荡 以 使 细胞 重 县 ， 加 入 2904150% (W/V. IFK) PEG-4000 
(于 先 预 温 到 30 C )， 缓慢 振荡 使 之 混 匀 。 

(3) 30C 再 培养 60min, 

(4) 42C 热 休克 处 理 15min。 

(5) 冷却 至 室温 ，5 000g 离心 2min 以 沉淀 细胞 。 

(6) 将 细胞 重新 悬浮 于 mL 0. 25% 的 细菌 一 酵母 提取 物 中 (内 含 1. 5% 葡 萄 糖 和 适量 氨 
基 酸 )， 将 此 悬 液 转 入 内 含 9mL 上 述 培养 基 的 200ml. 锥 形 瓶 中 。 

《7) 30 C 下 剧烈 振荡 , 培养 30 一 60min。 取出 部 分 转化 细胞 液 展 铺 在 MB 平板 上 , 于 30( 
培养 4 一 7 天 。 

思考 是 


1. 比较 细菌 质粒 提取 与 酵母 质粒 提取 方 
2. 酵母 染色 体 DNA 与 质粒 DNA 提取 时 
3. 何谓 穿梭 载体 ， 并 解释 其 原理 。 
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( 王 少 华 RB) 
1.2.4 电击 转化 酵母 细胞 


所 有 溶液 和 酵母 细胞 接触 的 玻璃 器 咽 必 须 是 无 茵 的 。 在 玻璃 器 下 上 任何 痕 量 的 去 污 剂 都 
可 降低 转化 的 效率 。 另 外 ， 用 于 配 液 和 清洗 玻璃 器 下 的 水 必须 具有 很 高 的 纯度 方 可 满足 转化 
的 要 求 。 
材料 、 试 剂 和 仪器 
1 试剂 
(1) YPD medium 
20g/1。 ”细菌 蛋白 腺 
10g/L ”酵母 提取 物 
20g/1.。 D-H RIE CHD 
20g/L ”琼脂 糖 (固体 再 加 ) 
加 ddH:0O Æ 950ml.. W pH 值 至 5.8. 高 温 灭 菌 。 待 温度 降 至 55 (时 ,加 入 50m ER 
的 40% D- 葡 萄 糖 贮 液 。 
(2) 1 mol/L D- 山 梨 醇 和 1. 5mol/L D- 山 梨 醇 
山梨 醇 选 择 平板 
在 高 压 灭 菌 前 ， 将 山梨 醇 粉 补 加 到 CM 省 却 成 份 平板 培养 基 中 至 终 浓度 为 mol/l. 
dE: 补 加 山梨 苹 后 使 琼脂 更 粘 ， 高 压 灭 菌 时 更 易 沸腾 溢出 - 
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(3) CM 省 却 营养 成 分 的 极限 培养 基 
6.7g/L Yeast nitrogen base without amino acids 
20g/L Agar 
IBAA 850m. 调 pH 值 至 5. 8， 高 温 灭 菌 。 待 温度 降 至 55 C 时 ,加 入 100mL 无 菌 
的 10X dropout solution 和 50ml 无 菌 的 40% WABI. 
(4) 10X Dropout Solution (高 温 灭 菌 后 ， 可 在 4C 保存 一 年 ) 





L-Isoleucine 300mg/I. 
L-Valine 1500mg/L 
L-Adenine hemisulfate salt 200mg/L. 
L-Arginine HCI 200mg/L 
L-Histidine HC! Monohydrate 200mg/L 
L-Leucine 1000mg/L 
L-Lysine HCL 300mg/L 
L-Methionine 200mg/L 
L-Phenylalanine 500mg/L 
L-Threonine 2000mg/L 
L-Tryptophan 200mg/L 
L-Tyrosine 300mg/L- 
L-Uracil 200mg/L 


(5) 水 ， 高 质量 且 无 菌 

洗涤 和 溶液 制备 的 水 必须 具有 尽 可 能 高 的 质量 (MilliQ); 电导 至 少 应 10MQ/em。 MER 
WHF SBR. 

(6) 待 转化 的 酵母 菌株 

(7) 转化 用 DNA 
2. 仪器 

恒温 旋转 平台 培养 箱 ， 高 速 离心 机 ， 电 穿孔 仪 

EQUIBIO 公司 的 带 脉冲 控制 器 和 2mm 间隙 的 一 次 性 电击 池 (用 时 于 冰 浴 中 预 冷 )。 
实验 程序 


1. 感受 态 细胞 的 制备 

(1) 实验 前 两 天 ,将 转化 酵母 菌株 的 单 菌 落 接 种 于 盛 有 20mL YPD 培养 基 的 100mL 锥 形 
HET, 29C. 300 rpm 培养 24hr。 

(2) 测 ODew， 在 装 有 500mL YPD 培养 基 的 2L 无 菌 烧瓶 中 接种 适量 的 过 夜 培养 液 ， 于 
29( 剧烈 摇动 培养 过 夜 ， 使 DDw,=1.0~2.0 (细胞 密度 达到 1X10 细胞 /ml.)。 

(3) 4C，2 500g 离心 5 min， 收 获 培养 细胞 。 

(4) 用 0. 5 倍 体积 的 冰 预 冷 无 菌 的 1. 5mol/1. 的 山 黎 醇 重 悬 细胞 ,4(C ,2 500g 离心 min。 

(5) 用 0.5 倍 体积 的 冰 预 冷 无 菌 的 1. 0mol/L 的 山 黎 醇 重 悬 细胞 ,4 C ,2 500g 离心 min。 

(6) 细胞 用 0. 5 倍 体积 的 冰 预 冷 无 菌 的 1. omol/L 的 山 黎 醇 洗涤 2 次 , 0. 1 倍 体积 的 冰 预 
冷 无 菌 的 1. 0mol/L 的 山 黎 醇 洗涤 1 次 。 

(7) 用 适当 体积 的 洗 液 重 悬 细胞 ， 使 细胞 密度 达到 1 x 10°, 
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2. 电击 转化 

CD 往 -- 个 无 菌 、 冰 冷 的 1. 5mlL 离心 管 中 加 入 40pl 浓缩 的 酵母 细胞 和 Ing~ lpg DNA 
(100ng 最 合适 )， 稍 离心 ， 混 匀 . 冰 上 放置 3min, 

(2) 转移 混合 物 至 一 个 冰 预 冷 的 2mm 间隙 的 一 次 性 电击 池 中 (DAN 的 质量 大 大 影响 转 
化 效率 )。 

(3) 快速 转移 杯子 至 电击 池 中 ,立刻 脉冲 转化 。 











HF 2mm 

电压 450V 

电容 1504F 

电导 99R | 





(4) BAR Gos AD 往 杯 子 中 加 入 ImL YPD 培养 基 ， 重 悬 细胞 ， 温 育 hr. 

(5) 将 50~ 100a 醉 母 菌 液 涂 布 到 选择 平板 上 (通常 电击 转化 后 菌落 形成 比 传统 的 转化 
方法 时 间 长 )。30C 培 养 3~6 天 。 
3. 仪器 操作 

(1) 为 了 安全 ， 首 先 要 在 电击 仪 上 连接 一 根 地 线 。 

(2) 用 电压 选择 开关 选择 所 需 电 

(3) 打开 电击 仪 后 面 的 电源 开关 ， 仪 器 内 部 电压 自动 调整 到 外 接 电压 (94V— 250V). 同 
时 位 十 仪 器 正 前 方 start 键 下 的 绿灯 亮 。 

CD 把 安全 帆 放 到 电击 池上 ,绿灯 “SAFETY OK” E. 

(5) 按 下 stare 键 , 脉冲 开始 ,。 红 灯 “CHARGEING" $6. 大 约 13 秒 后 脉冲 消失 。 同 时 会 
听见 鸣 声 ， 绿 灯 LED “PULSE OK” 亮 。 此 时 。 系 统 已 正常 、 可 立刻 使 用 。 

(O 把 电击 用 小 杯子 放 于 电击 池 中 ， 盖 上 盖子 ， 按 下 start 键 ， 开 始 脉冲 。 

ik: 

1) 感受 态 细胞 的 制备 : SE A LL KEE. A OD 值 达到 0.4 左右 时 ， 尽 
快 降温 

(2) DNA Wik: DNA 最 好 去 盐 ， 纯化。 

(3) 时 间 和 温度 ,细胞 制备 和 转化 过 程 应 在 冰 温 下 快速 进行 ， 

CO 电 转 后 :电击 转化 后 的 细 在 脉冲 30s 内 转移 到 生长 培养 茜 中 。 

(3) 水， 最 好 用 新 鲜 的 18MQ 贮存 于 MW FBLR AKYER H. 

《6) 化 学 试剂 的 纯度 ， 所 有 化 学 试剂 必须 有 利于 细胞 培养 和 制备 且 为 分 子 生物 学 试剂 
思考 是 

为 什么 电击 法 对 质粒 DNA 纯度 的 要 尿 比 琵琶 锂 法 高 ? 
参考 文献 


LE. RRi. R.E. SWH. J.G. 塞 得 灵 等 甜 ，1998， 精 编 分 了 生物 学 指南 。 科 学 出 版 社 
2. EQUIBIO 公司 电击 仪 使 用 说 明 节 
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1.3 植物 DNA 的 制备 


1.3.1 植物 细胞 核 基因 组 DNA 的 提取 与 纯化 


植物 细胞 中 具有 三 个 独立 的 基因 组 一 一 核 基因 组 、 叶 绿 体 基因 组 和 线粒体 基因 组 。 在 这 
三 个 基因 组 中 ,叶绿体 基因 组 和 线粒体 基因 组 未 能 编码 其 细胞 器 本 身 发 育 所 需 的 所 有 蛋白 ,所 
以 还 受 控 于 核 基 因 ， 可 见 核 基因 组 在 细胞 发 育 过 程 中 起 着 举足轻重 的 作用 。 

植物 核 基因 组 一 般 比 动物 的 基因 组 大 ， 每 单 倍 体 在 10'* 一 10'' 核 苷 酸 之 间 变 动 。 植 物 核 
DNA 具有 单 拷贝 、 低 重复 、 中 等 重复 和 高 重复 四 种 序列 形式 。 它 与 组 蛋白 和 其 它 一 些 非 组 蛋 
白 聚 在 一 起 从 而 形成 染色 质 。 在 植物 细胞 中 , 核 基因 组 的 DNA 含量 和 编码 基因 数目 都 是 最 多 
的 , 核 DNA 的 含量 因 植 物种 类 和 倍 性 不 同 而 变化 极 大 。 核 DNA 不 仅 要 编码 植物 细胞 中 其 它 
各 个 发 育 过 程 所 需 的 蛋白 ， 而且 也 要 编码 核 DNA 自身 的 转录 翻译 等 过 程 所 需要 的 蛋白 。 

到 目前 为 止 ， 克 隆 出 的 许多 植物 基因 都 是 多 基因 家 族 的 成 员 ， 因 而 研究 并 分 离 的 植物 核 
基因 难以 计数 ， 但 总 体 上 可 分 为 以 下 几 类 ， 核 蛋 自 体 基 因 和 组 蛋白 基因 、 光 合 基因 (与 光合 
作用 相关 )、 贮 存 蛋白 基因 (与 种 子 彰 发 等 发 育 过 程 相关 )、 糖 代谢 基因 (参与 糖 代谢 过 程 ) 、 
KRAER (参与 氮 代 谢 过 程 )、 脂 肪 代谢 基因 (参与 脂肪 代谢 过 程 )、 生 长 发 育 调控 基因 
(与 发 育 过 程 相关 )、 逆 境 反 应 基因 (与 环境 刺激 应 答 相关 )、 膜 蛋白 基因 (参与 膜 的 组 成 )、 转 
录 翻 译 相关 基因 、 细 胞 骨架 基因 等 。 这 些 基 因 的 表达 概括 了 植物 生长 发 育 的 全 过 程 。 部 分 已 
分 离 出 的 植物 核 基 因 如 下 表 ， 





表 1 一 2 植物 核 基因 组 部 分 基因 及 染色 体 定位 
基 因 名 称 染色 体 定位 
1 Pa SET OR ATL CT AAT | 
rRNA 基因 | 
tRNA 基因 | 
ECT 
AOE 四 | o E R? 
are | 
Rubisco 小 亚 基 基因 | 得 前 亲 色 体 2、3: Mea: RIE Si NSE: 2As、 
| 2Bs, 2Ds 
染色 体 12 
AS, 4BL. ADL 











叶 绿 案 a/b 结合 蛋白 基因 | ti: 
果糖 一 1，6 一 二 磷酸 酶 林 因 | as 
A WO AT, 小 
es Ei EH, BEET |b 
BR i ARO ET) | 小 
ARIA A A LE | 小 
BL RI AE TAL | 小 
多 阶 氧 化 栈 基 因 | 看 前 :9 





AL, 2BL, 7AL; 染色 体 1、3 
l. IDL. 6AS, 6BS 


Ls IDL. 
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BR 
基因 名称 染色 体 定位 
| 于 只 存 重 白 基因 | 
HERTS HE AE 小 麦 : 1A, 1B, 1D, 6A, 6B, 6D 
小 麦 麦 谷 蛋白 基因 小 麦 : 1BL. IDL. ADL. REI 6 
KEM EEA KE: 染色 体 6 
KE: 染色 体 1、6 
玉米 醉 溶 蛋白 基因 | FOR, 染色体 4、7、10; 小 麦 : 6A、6B、6D、7A、 
7B、7D 
网 豆 球 蛋 白 基因 RG: 染色 体 1、7 
凝集 素 基因 小 麦 : 1A、1B、 1D 
Wy 糖 代 谢 基因 
“淀粉 酶 基因 小 麦 : 4A8、4DL、5AL、4BL、4DS、3AL、3DL、 
2AS, 2BS, 2DS 
上 淀粉 酶 基因 | 小 麦 7AS、7BS、7DS、7BL: 玉米 :染色体 9 
莽 糖 合成 酶 基因 小 麦 : 1AL、1BL、1DL、4BS、4DS、4AL 
乙醇 脱氧 酶 基因 小 麦 : 1AL、1BL、1DL、4BS、4DS、4AL 
材料 、 试 剂 和 仪器 
1. 材料 
新 鲜 植 物 幼 叶 、 茎 端 或 根 尖 
2. 试剂 
(1) 分 离 缓冲 液 
Tris + HCI 10mmol/L (pH7. 6) 
MgCl, 5 mmol/l. 
琉 基 乙醇 50mmol/L 
TERE 1 mmol/L 
(2) 保存 缓冲 液 
Tris * HCI 50mmol/L (pH8. 0) 
MgCl, 5 mmol/L 
EDTA 0. Immol /L 
甘油 50% 
二 硫 苏 糖 醇 0. 5mmol/L 
(3) 乙醚 


(4) Triton X—100 
(5) 醋酸 洋红 (2%) 
(6) 抽 提 缓冲 液 
Tris + HCl 
EDTA 
NaCl 
琉 基 乙醇 
(7) 裂解 液 SDS 


100mmol/1 (pH8. 0) 
50 mmol/L 
500mmol/L 

10 mmol/L. 

20% 
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(8) 高 盐 溶 液 KAc 5 mol/L 
(9) TE 
Tris + HCI 50mmol /I. 
EDTA 10mmol/L 
(10) RNase A 溶液 
Tris + HCl 10mmol/L (pH7. 5) 
RNase A 10mg/mL 
(11) NaAc 3 mol/L (PH5. 2) 
(12) 酚 / 毛 仿 / 异 戊 醇 (25/24/1) 
(13) RAM 


(14) 无 水 乙醇 ;70% 乙 醇 
(15) 2XCTAB 溶液 


CTAB (W/V) 2% 
Tris + HCI 100mmol/L (pH8. 0) 
EDTA 20mmol/L (pH8. 0) 
NaCl 1. 4mol /L. 
PVP 1% 
(16) 10% CTAB 溶液 
CTAB 10% 
NaCl 0. 7mol /I. 
(17) 沉淀 缓冲 液 
CTAB 1% 
Tris + HCI 50mmol/L (pH8. 0) 
EDTA 10mmol/L. (pH8. 0) 
(18) 高 盐 TE 缓冲 液 
Tris + HCl 10mmol/L (pH8. 0) 
EDTA 1 mmol/L (pH8. 0) 
NaCl 1 mmol/L 
(19) 氯仿 / 异 戊 醉 (24 : 1) 


3. 仪器 

组 织 捣 碎 机 ,玻璃 匀 浆 机 ,冷冻 离心 机 ， 不 锈 锅 网 或 尼龙 网 (100 目 , 400 H), 显微镜 ， 
血球 计数 板 ， 恒温 水浴 , 高 速 离心 机 
实验 程序 
1. 植物 细胞 核 的 分 离 

为 了 分 离 植物 核 DNA, 首先 要 分 离 出 植物 细胞 核 。 在 分 离 过 程 中 主要 存在 以 下 困难 : 细 
胞 壁 的 障碍 、 大 量 的 叶绿体 或 淀粉 粒 以 及 核酸 酶 等 水 解 酶 的 存在 。 目 前 广泛 采用 的 方法 为 匀 
浆 法 即 细胞 经 匀 浆 后 再 用 分 级 离心 或 超声 波 处 理 等 方法 进行 分 离 纯化 。 

CL) 取 洗 净 的 植物 材料 10 克 ， 放 入 预 冷 的 烧杯 内 ， 加 入 100ml. 冷 乙醚 (以 浸没 材料 为 
宜 )， 处 理 30s 后 倾 出 乙醚 迅速 用 冷 分 离 缓 促 液 洗涤 3 次 。 


16 1 DNA 的 制备 和 分 析 

(2) 将 材料 放 入 组 织 的 碎 机 ，。 加 入 100ml. 分 离 缓冲 液 ， 低 速 匀 浆 30s， 高 速 匀 桨 Imin. 

(3) 匀 浆 液 经 两 层 纱布 、100 HA 400 目 尼龙 网 过 滤 ， 以 除去 组 织 碎片 和 细胞 。 

CD 滤液 在 冷冻 离心 机 中 以 4 000rpm 离心 5min, 弃 上 清 , 将 沉淀 悬浮 在 分 离 液 内 〈 含 有 
1%Triton X 一 100)， 并 用 匀 浆 器 研磨 ， 然 后 在 4 000rpm 离心 ;min， 收 集 核 沉 淀 。 

(5) 将 沉淀 悬浮 于 5mL 的 分 离 液 中 ， 轻 轻 加 到 含有 0. 5mol/L MYR (m) 的 
上 层 ， 于 8 000~10 000rpm 离心 7min。 核 下 沉 ， 叶 绿 体 留 在 上 层 溶液 中 。 

(6) 重复 以 上 步骤 数 次 可 以 得 到 较 纯净 的 细胞 核 。 可 溶 于 保存 液 中 于 冰箱 贮存 。 

(7) 取样 用 醋酸 洋红 染色 ， 在 显微镜 下 观察 细胞 核 形态 和 纯度 。 
2. 植物 细胞 核 DNA 的 提取 

D 酚 法 提取 细胞 核 DNA 

ORI 克 细 胞 核 悬浮 液 置 于 1. 5mL 离心 管 中 , 加 入 500l SDS 溶液 , 剧烈 振荡 混 匀 , 将 
离心 管 置 于 65(C 水 浴 保 温 至 少 10min。 

(2) 向 其 中 加 入 150pl KAc， 再 次 剧烈 振荡 混 匀 ， 冰 上 保温 20min, 

(3) 4C 条 件 下 20 000g 离心 20min， 将 上 清 转 至 另 一 1. 5ml. 离心 管 。 

C4) 加 入 1 倍 体积 的 异 再 醇 , 混 匀 后 车 一 20(C 30min、15 000g 离心 10min, 用 TE 溶解 沉 
演 后 ， 移 至 另 一 离心 管 中 ，8 000g 离心 10 min， 上 清 再 移 至 一 新 离心 管 。 

(5) 向 管 中 加 入 Syl RNase A 溶液 ， 置 37C 保温 Smin, 

(6) 用 葵 酚 /氯仿 / 异 戊 醇 抽 提 ， 上 清 转 至 一 新 管 中 。 

(D 向 管 中 加 入 1/10 体积 的 NaAc 和 2 倍 体积 的 100% 乙 醇 . 轻 轻 混 匀 后 一 20( 或 室温 
下 放置 30min。 

(8) 在 4C 下 ,20 000g 离心 10min, 沉淀 经 70% 乙 醇 清洗 后 吹 干 , 溶 于 50~100klITE 中 ， 

2) CTAB 法 提取 细胞 核 DNA 

CTAB 是 一 种 去 污 剂 ， 它 能 与 核酸 形成 复合 物 ， 在 高 盐 溶液 中 可 溶 并 且 稳 定 存在 。 若 降 
低 盐 浓度 ，CTAB 与 核酸 的 复合 物 会 因 溶 解 度 降低 而 沉淀 出 来 ， 而 大 部 分 货 白 和 多 糖 仍 溶 于 
溶液 中 。 

OD 取 lg AHL CARTREF 1. 5ml 离心 管 中 ， 加 入 65( 预 热 的 2XCTAB 600pl, 迅速 
混 匀 。 

(2) HERE LYE RE 65C 水 浴 中 保温 10min, 

(3) 加 等 体积 的 氨 仿 / 异 戊 醇 , 轻 轻 地 颠倒 混 匀 , 室温 下 12 000rpm 离心 10 min, 移 上 清 
至 另 一 新 管 中 。 

(4) 加 入 1/10 体积 的 10%CTAB 溶液 ， 混 匀 后 重复 步骤 (3) 一 次 。 

(5) 加 入 等 体积 的 沉淀 缓冲 液 ， 混 匀 ，65 (水 浴 Smin 或 室温 放置 Ihr. 8 000rpm 离心 
10min， 弃 去 上 清 ， 加 300nl 高 盐 TE 缓冲 液 溶解 DNA 沉淀。 

《6) 向 离心 管 中 加 入 2 倍 体积 的 100% 乙 醇 ， 一 20( 放置 1hr 或 一 80C 放置 10min。 
12 000rpm 离 心 10~ 15min, 

D 用 70% 乙 醇 清洗 沉淀 2 次 ， 吹 干 后 溶 于 100plTE H. 

(8) 向 管 中 加 入 5pIRNase A 溶液 M 37C 15min。 用 氢 仿 / 异 友 醇 抽 提 ， 上 清 转 置 -新 
离心 管 中 ， 重 复 步骤 (6) 步 一 次 。 

(9) 沉淀 经 70% 乙 醇 清 洗 后 吹 干 . 溶 于 50~100pl TE 中 。 
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结果 分 析 
1. 细胞 核 形状 观察 及 浓度 计算 

在 光学 显微镜 下 , 染色 的 细胞 核 为 红色 的 贺 形 或 粮 圆 形 。 用 血球 计数 板 计算 核 的 浓度 , 根 
据 需 要 将 核 制 备 物 用 保存 液 稀释 至 一 定 浓度 。 
2. 核 DNA 含量 和 质量 的 测定 

用 紫外 分 光 光 度 计 在 230nm , 260nm 和 280nm 波长 分 别 读数 ,其 中 260nm 读数 用 来 估计 
样品 中 DNA 的 浓度 ，1 个 OD 值 相当 于 50ug/mL WH DNA, O ODsw 与 ODywo/OD2w 的 
值 用 于 估计 DNA 的 纯度 。 对 于 DNA 纯 制 品 , 其 OD:w/OD:。 应 大 于 1.8, OD:w/OD:。 应 大 于 
2。 用 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 (0.8%) 检测 核 DNA 的 质量 〈 见 图 1. 2 )， 并 用 梯度 Marker 估计 浓 
度 。 

样品 含量 pg/ml. 二 ODssoX 稀释 倍数 X50pg/mL.. 
3. DNA 沉淀 呈 棕 色 ， 难 以 酶 切 

植物 材料 含有 大 量 酚 类 化 合 物 , 与 DNA 共 价 结合 . 
使 DNA EHRE. 并 抑制 DNA 的 酶 解 反应 。 为 防止 此 情 
况 出 现 , 可 在 加 入 2XCTAB 的 同时 加 入 2%~5% 的 琉 
基 乙 醇 , 或 者 加 入 亚 精 胺 (100pl DNA 加 Spl 0. Imol /L. 
的 亚 精 胺 )。 
4. DNA 中 含有 多 糖 或 盐 类 

将 DNA 用 100% 乙 醇 或 异 丙 本 沉淀 出 来 , 离 
RA 70% 乙 醇 清 洗 两 次 或 更 多 次 ， 吹 二 于 TE 
中 。 (注意 乙醇 一 定 要 吹 干 ,否则 电泳 点 样 时 ,样品 上 
漂 ) 
5 DNA 已 降解 电泳 条 带 呈 弥散 状 图 1.2 玉米 根 细胞 DNA 电泳 图谱 

样品 降解 可 能 有 两 种 情况 ， 一 是 机 械 振 动 过 于 剧 M: Marker ADNA/EcoR | +Hind 8 
烈 ， 二 是 操作 过 程 中 DNase 污染 。 在 提取 DNA 的 各 个 S: ERMAN DNA (标准 的 应 是 

















操作 过 程 中 要 避免 剧烈 振荡 , 提取 液 及 用 品 要 高 温 高 压 ER. Besse 
RMT. 另外 , 使 用 Tip 头 吸取 过 程 中 应 避免 产 生气 泡 ,Tip 头 应 前 去 Tip KR, 避免 反复 冻 融 
DNA, 

ae 





1. 应 用 100% CEH 
各 为 多 少 ? 
2. 如 何 减少 DNA 的 降解 ? 
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Z DNA 各 有 什么 优 缺 点 ? DNA 永 溶 流 和 有 机 溶液 的 体积 
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1.3.2 植物 线粒体 基因 组 DNA 的 提取 


线粒体 是 真 核 细 胞 内 一 种 重要 的 细胞 器 。 线 粒 体 基因 组 是 一 种 细胞 核 外 的 基因 组 。 线 粒 
体 基因 组 是 一 个 相对 独立 的 复制 单位 ， 有 DNA 复制 、 转录、 转译 的 自主 性 , 但 又 受到 核 遗 传 
系统 的 部 分 控制 . 目前 在 动 植物 中 发 现 的 线粒体 DNA 完全 不 同 于 核 DNA, 有 两 个 显著 特点 : 
一 是 不 同 种 的 线粒体 基因 组 大 小 差异 很 大 :二 是 不 同 种 线粒体 基因 组 的 存在 形式 也 很 不 同 ,大 
多 数 动物 的 mtDNA 只 有 约 Spm K, 15 000 PREM, 分 子 量 为 10 道 尔 顿 , 而 酵母 mtDNA 
的 长 度 是 动物 的 5 倍 ， 植 物 mtDNA 的 长 度 又 为 酵母 的 5 倍 ， 大 小 变动 在 200kb (油菜 ) 和 
2 500kb (西瓜 ) 之 间 , 基因 组 的 信息 量 比 动物 的 要 大 30~ 100 倍 , 并 且 常 常 是 由 多 个 mtDNA 
环 组 成 ， 差 别 选 择 大 的 原因 可 能 就 在 于 存在 着 非 编 码 的 DNA 所 致 。 

动物 细胞 mtDNA 的 构 型 比较 简单 , 是 一 种 周 长 为 5. 0 一 5. 8km 的 环 状 分 子 。 最 近 对 人 的 
细胞 株 线粒体 DNA 的 研究 表明 ， 有 1% 左 右 的 DNA 是 线形 ，50% 是 环 状 ， 其 余 是 一 种 连环 
多 重 体 , 植物 细胞 的 mtDNA 的 构 型 则 比较 复杂 , 有 开 环 、 共 价 闭 环 、 超 螺旋 、 直 线 型 等 形式 。 
环 状 DNA 分 子 是 由 主 环 和 含有 直接 或 倒置 重复 的 小 环 组 成 的 。 此 外 , 在 mtDNA 中 也 存在 有 
叶绿体 DNA。 所 有 组 成 mtDNA 的 DNA 分 子 均 是 借助 于 在 专门 位 置 上 的 重组 ， 来 自 一 个 个 
大 的 环 状 分 子 ， 因 为 在 这 个 环 状 DNA 分 子 上 包含 所 有 遗传 信息 ， 称 为 “ 主 宁 染 色 体 "。 除 了 
这 个 高 分 子 量 的 主 基 因 组 外 ， 某 些 植物 的 线粒体 还 含有 较 小 的 DNA 分 子 。 

已 研究 的 植物 线粒体 的 基因 组 有 20 余 种 。( 见 表 1 一 3) 





表 ! 一 3 植物 线粒体 基因 组 已 鉴定 的 基因 
































a 译 装 置 基 因 
核糖 体 DNA rrn15，rrn18，rrn16 
核糖 体 小 亚 基 rps1，rps3，rps7，rps12，rps13，rps14，rpsl19 
za KEK rpl2, rpl5. rpl16 
tDNA BS 16 个 基因 
NADH 一 脱 
nadl, nad2, nad3, nad4, nad4l, nad5, nad6, nad7, nad9 
am 
呼吸 链 亚 细胞 色素 b Cob 
基 复 合 物 细胞 色素 < | Se iced 
cox l, coxt, 
nes | Pi, 
ATP 合成 酶 | atpl, atp6. atp9 











线粒体 DNA 是 较 易 得 到 的 具有 完整 功能 的 细胞 器 DNA, 所 以 它 是 研究 真 核 细 胞 基因 组 
结构 及 其 表达 的 良好 模型 .制备 mtDNA 是 研究 线粒体 基因 组 结构 与 功能 的 必要 前 提 . 为 了 获 
得 较 纯 的 mtDNA, 首先 要 从 完整 的 细胞 内 分 离 出 线粒体 , 保持 形态 上 的 完整 性 , 不 污染 细胞 
核 DNA， 且 为 能 有 较 高 的 产 率 , 通常 在 等 渗 情况 下 温和 破碎 细胞 ,以 得 到 完整 细胞 器 ,再 用 
DNase 处 理 ， 除 去 细胞 器 表面 沾 污 的 细胞 核 DNA， 然 后 再 从 线粒体 中 分 离 DNA 。 
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1. 材料 

植物 悬浮 培养 细胞 或 新 鲜 叶片 
2. 试剂 

(1) 缓冲 液 SGB: 0. 3mol/L 甘露 醇 ，50mmol/L Tris + HCl pH8. 0, 3mmol/L EDTA, 
0.1%BSA, 20mmol/L 琉 基 乙醇 

(2) 10mmol/L MgCl; 

(3) DNase I 

(4) 梯度 介质 液 GM; 0. 3mol/L 蔗糖 , 50mmol/L Tris + HC] pH8. 0, 20mmol/L EDTA, 
0. 1%BSA 

(5) 蔗糖 梯度 液 A; 10mL 1.6mol/L, 10mL 1. 2mol/L, 10mL 0. 6mol/L REMI F 
50mmol/L Tris + HCI pH8. 0, 20mmol/L EDTA, 0.1%BSA 

(6) 缓冲 液 HTE: 50mmol/L Tris + HCl pH8. 0, 20mmol/L EDTA 

(7) Sarkosyl 溶液 ，50mmol/L Tris + HCl pH7. 2, 20mmol/l. EDTA , 20% Sarkosyl 

(8) 缓冲 液 LGB: 0. 3mol/L 甘露 醇 ，50mmol/L Tris + HCI pH8. 0, 3mmol/L EDTA, 
0. 1%BSA, 9mmol/L 琉 基 乙醇 ,1. 0%PVP 

(9) 蔗糖 梯度 液 B; 4mL 2. 0mol/L, 10mL 1. 6mol/L, 10ml. 1. 2mol/L, 8mL 0. 6mol/L 
HEHE F 50mmol/L Tris + HCl (pH8. 0), 10mmol/L EDTA 

(10) 饱和 酚 : 氯仿 (1 : 1), Kii: BR (24:1) 

a1) 水 饱和 乙醚 

(12) 3mol/L NaAc 

(13) 无 水 乙醇 

(14) 70% 乙 醇 

iE: 殖 基 乙醇 和 BSA 在 其 它 溶液 组 分 灭 菌 后 再 加 入 。 
3. 仪器 

匀 浆 器 , 高 速 离心 机 , 超速 离心 机 ， 注 射 器 , 纱布 


1. 悬浮 培养 细胞 mtDNA 的 提取 

(1) 采用 3 000rpm 离心 5 一 10min (4C)， 收 集 300~ 600g 悬浮 培养 细胞 。 

《2) 将 收集 到 的 细胞 重 占 于 冰冷 的 研磨 缓冲 液 SGB, 按 1 : 1 比例 重 悬 .此 后 的 步骤 全 部 
在 2C~4 C 进 行 。 

(3) 将 细胞 重 悬 液 倒 入 匀 浆 器 中 lmin， 过 滤 之 后 再 离心 (3 000rpm，10min)， 去 除 细胞 
碎片 、 质 体 和 细胞 核 。 

(4) 上 清 夜 再 离心 (9 500rpm，15min)。 将 线粒体 沉淀 物 悬 于 约 25mLSGB， 加 入 MgCl: 
溶液 。 

(5) 用 100ug/mL DNasel 处 理 线粒体 悬 液 。 反 应 完 后 加 入 20mmol/L EDTA, 以 终止 反 

(6) 用 40mLGM 冲洗 线粒体 , 然后 离心 (15 000g, 15min), 再 用 8~12mLGM 重 悬 线 粒 
体 沉 淀 物 。 
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(7) 在 蔗糖 梯度 液 A 上 铺 上 3 一 4mL 线粒体 悬浮 液 。 

(8) 离心 (15 000g) 收集 线粒体 ， 再 重 悬 于 7ml. HTE 中 。 

(9) 加 入 Sarkosyl 溶液 以 裂解 线粒体 .加 入 lmg/mL 和 蛋白酶 K, 于 37C 下 保温 1 一 2hr 或 
室温 过 夜 ,使 蛋白 质 消化 。 

(10) 用 等 体积 的 饱和 酚 : RO (1 : 1) MAH: RRM (24 : 1) 各 抽 提 一 次 。 

AD 取 上 清 液 , 加 入 等 体积 的 水 饱和 乙醚 ,反应 5min, 于 7 000g 离心 Smin, 重复 2 次 。 
吸 去 上 层 乙 酝 、 并 将 下 层 液体 于 65 C FRR 10min 以 除去 乙醚 。 

(12) 加 入 2 倍 体积 无 水 乙醇 和 1/10 倍 体积 的 3mol/L NaAc， 置 于 一 20C 1hr 以 上 或 过 
RAL mtDNA, 

(13) 于 8 000g 离心 10min， 用 70% 乙 醇 洗 沉淀 ， 吹 干 后 溶 于 TE 或 无 菌 水 。 
2. 从 绿叶 中 提取 mtDNA 

C) 称 取 100~ 200g 新 鲜 叶 片 ， 放 入 冷 的 匀 浆 器 中 ， 加 入 5 倍 体积 的 叶片 研磨 缓冲 液 
LGB， 高 速 匀 浆 Imin。 然 后 将 匀 浆 液 用 4 层 灭 菌 纱布 过 滤 置 于 一 灭 过 菌 的 烧杯 中 。 

(2) 将 过 滤 后 的 匀 浆 液 移 至 离心 管 中 ，3 500rpm 离心 10min。 取 上 清 于 7 800rpm 离心 
30min, 

(3) 用 25mL LGB 重 县 上 述 沉淀 物 , 加 入 MgCl. 溶液 。 加 入 100pg/ml. DNasel, 于 冰 上 
反应 30min， 最 后 用 20mmol/L EDTA 终止 反应 ， 并 用 30mLGM 稀释 之 。 

(4) 于 11 500rpm 离心 15min， 收 集 线 粒 体 ， 将 线粒体 基于 6~8mLGM 溶液 中 ， 取 3 一 
4mL HHA REA BEME BP. 25 000rpm 离心 1hr 之 后 ， 收 集 最 低层 的 界面 条 带 。 

(5) 用 约 20mLGM 冲洗 线粒体 后 ， 于 15 000g 离心 收集 线粒体 。 

(6) 以 下 步骤 同 1 中 的 第 (9) ~ (13) 步 。 

实验 结果 分 析 

1. 计算 

用 紫外 分 光 光度 计 测定 ODxw 和 OD:w、， 计 算 提 取 的 mtDNA 的 产量 和 纯度 。 
2. 电泳 检测 

mtDNA 的 琼脂 糖 凝 胶 电泳 往往 呈现 四 条 带 , 按照 迁移 率 由 大 到 小 分 别 为 超 螺 旋 型 分 子 、 
WH D 环 的 分 子 、 直 线 型 分 子 和 开 环 型 分 子 。 
it: 

OD 提取 mtDNA， 要 尽 可 能 选用 不 含 叶绿体 的 组 织 材料 。 

(2) 基 浮 培养 细胞 应 在 瞳 处 进行 并 培养 至 白色 或 和 线 黄色 , 这 伴 的 细胞 通常 只 有 少量 的 酚 物 质 , 因而 只 需 
用 统 基 乙醇 。 如 果 酚 类 物质 的 存在 影响 到 mtDNA 的 产量 则 可 用 1%PVP。 

(3) Hanson A (1986) 认为 取材 用 基 浮 培养 的 慎 物 细胞 比 直接 用 植物 组 织 好 ， 因 为 有 的 植物 器 官 
(如 用 本 科 植 物 的 叶 ) 由 于 纤维 太 多 不 易 被 彻底 麻 雁 ,细胞 破裂 不 彻底 从 而 影响 线粒体 DNA 的 提取 最 E 
此 在 植物 器 官 做 提取 材料 时 ,往往 要 在 研磨 后 再 用 纱布 过 滤 。 

(4) 用 DNasel 处 理 线粒体 粗 提 物 的 目的 在 于 去 除 核 DNA 的 污染 , 提高 线粒体 DNA 的 纯度 ， 但 如 果 采 
用 DNase 1 处 理会 使 线粒体 DNA 的 产量 大 大 下 降 ， 这 个 步骤 可 考虑 省 去 。 


思考 题 


1. 要 获得 mtDNA ,首先 要 制备 线粒体 ， 试 述 制备 线粒体 的 原理 。 
2. 获得 的 mtDNA 可 用 于 哪些 方面 的 研究 ? 
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( 杨 静 ) 
1.3.3 植物 叶绿体 基因 组 DNA 的 提取 


叶绿体 是 植物 进行 光合 作用 极为 重要 的 细胞 器 , 它 具 有 和 独立 复制 的 遗传 物质 。 本 世纪 初 ， 
人 们 根据 植物 叶片 的 花王 现象 具有 母系 遗传 的 特征 ， 推 测 在 叶绿体 上 可 能 存在 着 染色 体外 的 
遗传 因子 。 直 到 60 年 代 初 , 随 着 核酸 检测 与 电镜 技术 的 发 展 , 叶绿体 基因 组 的 存在 才 最 后 由 
Ris 等 人 证 实 。 大 多 数 高 等 植物 的 ctDNA 长 度 均 为 120 一 180kb 的 范围 内 。 叶绿体 基因 组 是 环 
状 双 螺旋 DNA 分 子 , 它 除了 编码 rRNA 和 tRNA 以 外 .还 可 以 编码 一 些 蛋 白 , 这 些 蛋 白 大 
多 与 叶绿体 本 身 的 发 育 及 光合 作用 有 关 。 叶 绿 体 具有 极其 复杂 的 结构 和 功能 ,而 且 它 具有 完 
整 的 叶绿体 基因 表达 的 生化 装置 , 包括 DNA 多 聚 酶 、RNA DRR, ARK rRNA 和 tRNA 
合成 酶 等 。 研究 叶绿体 基因 离 不 开 叶绿体 DNA 的 分 离 和 纯化 技术 ， 本 实验 介绍 叶绿体 DNA 
的 常用 分 离 纯化 方法 。 此 外 ， 将 叶绿体 DNA 编码 的 基因 列 入 表 1 一 4 P: 


表 1 一 4 植物 叶绿体 基因 组 已 鉴定 的 基因 














基 | 基因 编码 的 蛋白 
1 ， 叶绿体 基因 表达 所 需 基因 
1. Hekit PEH RAE 
RNA RAM rpoA 38KDa a TIE 
RpoB 120KDa 8 Č% 
rpoCl 78KDa 8 WIE 
rpoC2 | 180KDa RF aE 
2. 翻 详 过 程 所 需 基因 
HORA RNA 基因 (rrm) | 16S. 23S, 4.5S, 5S rRNA 
核 重 白 体 基因 rps (12 个 ) HE th) RSA 
rpl (8 个 ) 核 蛋 白 体 大 亚 基 多 及 
转移 RNA 基因 trn (32 个 ) 各 种 tRNA 
起 始 因子 infA 起 始 因子 A 
延伸 因子 tufA 延伸 因子 
3. 复制 过 程 所 需 基因 


DNA RAN ssb | DNA 单 链 结合 蛋白 
| 
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续 表 
基 基因 编码 的 蛋白 
t. 与 光 和 作用 有 关 的 基因 
1. Rubisco rbcL Rubisco 大 亚 基 
2. 光 系统 1 psaA PSI 作用 中 心 Al 蛋白 
psaB PSI 作用 中 心 A2 蛋白 
psaC 9KDa 4 8k 
3. 光 系统 1 psbA 32KDa 作用 中 心 蛋白 D1 
psbB 47KDaChla 结合 蛋白 
psbC 44KDaChla 结合 蛋白 
psbD 作用 中 心 蛋白 D2 
psbE 细胞 色素 b559 的 9KDa 多肽 
psbF 细胞 色素 b559 的 4KDa 多 及 
psbG | 24KDa 多 肽 
psbH 10KDa RKA 
psbl 4. SKDa 作用 中 心 多 肽 
psbK 5. 9KDa £ ik 
psbL 6. 8KDa ik 
4. 细胞 色素 b6/f 复合 物 peta 细胞 色素 f 
PetB 细胞 色素 b553 
petD | 15KDe 亚 基 N 
petE 4KDa E% V 
5.H' 一 ATP 合成 酶 atpA CF1 的 亚 基 
atpB CF1 的 亚 基 
atpE CF1 的 亚 基 
atpF CF0 的 亚 基 ! (18KDa) 
atpH CFO 的 亚 基 上 (19KDa) 
atpl 70KDa Bi 7k 39 
1. NADH 脱氧 酶 基因 ndh 一 A 一 K NADH 脱 氢 酶 各 亚 革 











1 材料 
BR. RR. AE, ERB 
2. 试剂 
(1) STM/BSA 溶液 : 0. 35mol/L 蔗糖 , 50mmol/LTris + HCI, Smmol/L MgCl, 5mmol/ 
上 统 基 乙醇 ,0.1%BSA，pH 7.5 
(2) 缓冲 液 A: 0. 3mol/L 甘露 醉 , 50mmol/LTris。HCL， Smmol/L MgCl:, Smmol/L. 3i 
基 乙 醇 , 0.1%BSA，pH 7.5 
(3) 缓冲 液 B: 0. 3mol/L 甘露 醇 ，50mmol/L Tris + HCl, 20 mmol/L EDTA pH 8.0 
(4) TE 缓冲 液 : 50mmol/L Tris + HCl, 20mmol/L EDTA pH 8.0 


| 
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(5) 10%SDS 

(6) RAS 

(7) DNase I 

(8) RNase 溶液 : mg/mL (用 10mmol/L Tris + HCI pH 7. 5, 0. 015mol/L NaCl 溶液 配 
制 ， 并 预先 用 85C 保温 10min， 以 灭 活 可 能 混入 的 RNase) 

(9) 苯酚 溶液 (H 0. 1mol/L Tris + HCl, pH8 溶液 饱和 ) 

(10) 氯仿 / 异 戊 醇 (24 1) 

(11) 95% 乙 醇 
3. 仪器 

微量 台式 离心 机 ， 组 织 的 碎 器 ， 水 浴 锅 

植物 细胞 DNA 大 部 分 存在 于 细胞 核 中 , 在 分 离 提纯 叶绿体 DNA 时 容易 受到 核 DNA 的 
污染 , 故 欲 制 取 比较 纯净 的 DNA, 必须 首先 分 离 叶绿体 , 采用 以 下 两 种 方法 可 以 制备 纯净 的 
叶绿体 ， 然 后 再 从 叶绿体 中 提取 DNA 。 

1. 叶绿体 的 分 离 与 缉 化 

1) 蔗糖 密度 梯度 离心 法 分 离 纯 化 叶绿体 

(1) 幼 嫩 菠 菜 等 植物 的 叶片 200g, 洗 净 。 叶 片 较 大 的 除去 叶脉 ， 将 叶片 剪 碎 。 

(2) 将 剪 碎 的 叶片 放 入 组 织 的 碎 器 中 , 加 入 预 冷 的 STM/BSA 溶液 500mL, 组 织 匀 浆 后 ， 
将 匀 浆 液 用 4 层 灭 菌 的 纱布 过 滤 ， 滤 液 收 集 于 离心 管 中 。 

(3) 滤液 经 400rpm 离心 5min， 除 去 细胞 碎片 和 未 破碎 的 完整 细胞 。 

(4) 将 上 层 悬 浮 液 转 入 另 一 离心 管 ， 再 次 于 2 000rpm 离心 10min， 收集 沉淀， 并 用 适量 
STM 溶液 洗涤 离心 (同上) 两 次 。 最 后 悬浮 于 20mL 冷 STM 溶液 中 , 此 为 粗 制 叶绿体 悬 液 ， 
再 用 芯 糖 梯度 离心 纯化 。 

(5) EREM: E 50mL 离心 管 中 ， 依 次 加 入 55% 、40% 、20% 的 蔗糖 溶液 15mL、 
10mlL.、15mL， 放 置 1 一 2hr 后 使 用 。 

(6) 在 芯 糖 梯度 的 液 面 上 缓慢 地 铺 加 5mL 粗 制 叶 绿 体 悬 液 , 于 4 000rpm 离心 20min, 收 
集 含有 叶绿体 的 区 带 ， 并 用 适量 STM 溶液 离心 洗涤 两 次 (3 500rpm， 离 心 10min)， 所 得 沉 
淀 为 纯净 的 叶绿体 制剂 。 将 其 悬浮 于 10ml. TE 缓冲 液 中 备用 。 上 述 各 步 操作 均 应 在 4C 下 进 
行 。 

2) 差 速 离心 法 分 离 与 纯化 叶绿体 

(1) 新 鲜 幼 嫩 叶 片 200g， 洗 净 ， 去 叶脉 ， 放 入 组 织 匀 浆 器 中 , 加 入 800mL 预 冷 的 缓冲 液 
A,， 慢 速 及 快速 的 碎 各 30min， 经 5 层 纱布 过 滤 后 ， 滤 液 收集 于 离心 管 中 。 

(2) 400rpm 离心 smin， 取 悬浮 液 再 次 离心 两 次 ， 除 去 完整 细胞 碎片 。 

(3) 将 上 层 悬 液 转 入 另 一 离心 管 中 ，2 000rpm 离心 10min ， 收 集 叶 绿 体 沉 淀 。 

(4) 将 沉淀 悬浮 于 20mL 缓冲 液 B， 于 2 000rpm 离心 10min， 沉 淀 再 用 缓冲 液 B 洗涤 两 
次 ,重新 悬浮 于 10mL TE 中 ,于 4C 保 存 备用 。 

2. 叶绿体 DNA 的 提取 

(1) 用 100pg/ml DNase 1 处 理 叶绿体 悬 液 , 37 C lhr, 除去 核 DNA 的 污染 . 酚 / 气 仿 抽 

提 一 次 。 
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a 





2 方法 

(1) 混和 处 理 于 65 C AWLP Fr Oak A HR HAH 2hr. 

(2) 中 强度 处 理 于 45 C. 在 0.4mol/L NaOH Fi BE 30min, 98 he ALL EE Ht SR EI TSH TE 
洗 2 次 ， 竺 次 10min。 

(3) 高 强度 处 理 将 考 沸 的 几 百 毫升 0. 1%SDS HER. 冷却 至 室温 。 

CD 将 膜 放 在 干 的 Whatman 3 滤纸 上 , 用 另 一 张 滤纸 吸 干 多 余 的 液体 , 用 塑料 膜 包 好 进行 放射 自 显影 或 
用 沪 草 计数 器 探测 。 车 放射 性 较 强 ， 在 高 强度 下 洗 。 

(5) 这 时 膜 可 以 用 于 再 杂交 或 干燥 后 室温 保存 备用 。 


参考 文献 


1. DIG DNA Labeing and Detection Kit ( 德国 Boehringer Mannheim 公司 产品 ) 操作 说 明 书 

2. 卢 革 你 ，1993， 现 代 分 子 生 物 学 实验 技术 ，189 一 193 

3.F. 奥 斯 伯 ，R. EE; 金 斯 顿 ,J.G. 塞 得 曼 等 闭 ，1998， 精 编 分 子 生物 学 实验 指南 ，55~67 
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2.5 菌落 或 噬 菌 斑 的 原 位 杂交 


材料 、 试 剂 和 仪器 
1. 材料 
噬菌体 文库 ， 筛 选 探 针 
2. 试剂 
(1) NC 膜 处 理 液 
变性 液 1.5mmol/L NaCl, 0. 5mmol/L NaOH 
中 和 液 1. 5mmol/L NaCl, 0. 5mmol/L Tris + HCl ij pH 至 8.0 
漂洗 液 2XSSC 
(2) MERIETE HE 
SM Buffer (100mL): 0.58g NaCl, 0.2g MgSO, + 7H.O, 25ml 2mol/L Tris + HCI 
(pH7. 5), 0. Olg gelatin 
(3) 10mmol/L MgSO,: 0. 12323g MgSO, + 7H:O EFE 50mL 分 装 后 高 压 灭 菌 。 
(4) 放射 性 探 针 杂 交 筛 选 所 用 溶液 
杂交 液 : 6XSSC、5XDenhardt、0.5%SDS、ddH:O 
洗 膜 液 ，(1) 2xSSC 及 0.1%SDS (2) 0.1XSSC 及 0.1%SDS 
3. 仪器 
RRRA. ER. RAZR. RRR. MHA RBS 
实验 程序 
L 铺 板 
OD 在 LB 一 Tet (12. 5pg/ml.) 划 线 培养 宿主 菌 XL1 一 blue。 在 50ml. LB broth 中 接种 
一 单 菌落 ，37 C ，200rpm 摇 培 4~6hr. 使 OD 过 1. 00。 


56 2 DNA RE 


(2) 1 000rpm 离心 10min 收集 菌 体 , 弃 上 清 , 用 10mmol/1. MgSO, 重 悬 细菌 至 OD = 





0.5。 
(D 从 文库 中 取出 2 000pfu 喧 菌 体 粒 子 加 到 已 重 基 好 的 200pl HER. HE. 37 吸 
附 15min。 

CD 加 3ml. 顶层 琼脂 (48C ) 迅速 混 匀 ， 倒 在 提前 预 热 至 37 C 的 底层 琼脂 上 ， 扬 均匀 。 
凝固 后 37 (5 倒置 培养 6 一 8hr， 待 哄 菌 班 直径 为 1 一 1. 5mm 时 ， 取 出 置 4C 存 放 。 
2. 转 NC 膜 

CL) 将 铺 好 的 平板 置 4C 至 少 2hr， 使 顶层 琼脂 硬化 〈 以 下 操作 需 戴 一 次 性 塑料 手套 )。 

(2) 将 处 理 好 的 NC HCH ddH:0 浸润 后 .滤纸 包 好 高 压 灭 菌 ) 编号 后 细心 放 到 顶层 琼 
脂 表面 ， 先 中 间 后 周围 ,避免 产 牛气 泡 ,吸附 1min。 在 不 对 称 位 置 上 打 孔 作 标 记 , 细心 将 膜 
测 下 以 防 揭 下 顶层 琼脂 。 再 转 下 一 张 膜 ， 吸附 时 间 为 2min, 

然后 将 膜 做 如 下 处 理 : 变性 液 浸 Amin: 中 和 液 浸 5min; 漂洗 液 浸 30s。 处 理 时 有 粘 噬 菌 
体 的 一 面向 上 。 

(3) 放 在 干 滤纸 上 晾 干 ， 然 后 80(C 烘 干 1.5 一 2hr。 

3. 噬 菌 斑 原 位 杂交 

(1) 膜 处 理 : 膜 经 烘 干 后 ， 在 2x SSC 中 浸没 Smin, 

(2) HRZ: WMA EMEA DNA 预 杂 交 液 至 50C 左右 ，100( 变性 鲈鱼 精 DNA10min， 
冰 上 5min， 然 后 加 到 温 育 至 50C 预 杂交 液 中 (500pg/ml.)。 快速 浸没 每 一 张 膜 , 倒 入 更 多 的 
预 杂 交 液 。65C 预 杂交 4 一 6hr。 

(3) 探 针 的 制备 : 预 杂交 期 间 可 以 制备 探 针 。 用 缺口 平移 法 (Nick Translation) 制 探 针 。 
方法 参见 Nick Translation System 说 明 ， 标 记 用 (a 一 *P) dCTP. 

(4) 杂交 : 将 标记 好 的 探 针 沸水 浴 变 性 10min, 冰 上 5min, 将 预 杂交 好 的 膜 漫 在 '10mL 杂 
交 液 中 ， 加 入 变性 的 探 针 。68C 杂交 18hr。 

(5) 洗 腊 及 放射 自 显影 : 室温 下 用 洗 膜 液 1 (2xSSC, 0. 1%SDS) 200ml. 振荡 洗 膜 5min, 
重 换 -… 次 洗 膜 液 【 洗 15min。55 C 用 洗 膜 液 1 (1XSSC, 0.1%SDS) 200ml. 振荡 洗 膜 3omin , 
68C 下 用 洗 腊 液 1 100mI. 再 洗 30min 。 洗 膜 时 随时 用 探测 器 检查 ， 以 防 洗 得 过 度 。 将 洗 好 的 
膜 放 在 干 滤纸 上 空气 中 晾 干 ， 用 保鲜 腊 包 好 ,暗室 中 压 X 光 片 、 将 放射 性 杂交 残 液 加 墨水 滴 
在 滤纸 上 做 定位 标志 。 一 70C 放射 自 显影 3 一 5 天 。 经 显影 、 定 影 获得 杂交 结果 。 

(6) 将 X 一 光 片 、NC 膜 与 原 板 对 照 挑 出 阳性 班 ， 再 铺 板 进行 第 二 次 杂交 ,方法 同上 。 

结果 与 分 析 

在 X 一 光 片上 出 现 黑色 杂交 班 点 , 但 有 的 是 污染 所 致 , 需 与 真正 的 阳性 杂交 信号 区 分 , 真 

正 的 杂交 信号 往往 边缘 有 些 模糊 ， 而 污染 则 呈现 清晰 。 当 然 只 是 经 验 上 的 判断 。 
思考 题 
1. BAR RH He HS KOH RE? 
2. 应 如 何 提高 杂交 的 专 一 性 ? 
参考 文献 
L FAW, MERAH. 1998, RAT EME TEER. 57~72 
2.F. RW. RE. 金 斯 顿 ,J.G. ERER. 1998, HRT I. 154~160 
CBRE) 
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图 2.9 噬 菌 斑 原 位 杂交 放射 自 显影 图 ERMA) 
A: 完全 培养 液 〈 十 Fe) 的 玉米 根 的 cDNA 为 探 针 
B: 缺 铁 培养 液 的 玉米 根 CDNA 为 探 针 
从 箭头 处 可 以 看 出 缺 铁 处 理 的 6 个 cDNA 克隆 (B) 有 明显 的 增加 


2.6 DNA 序列 分 析 
一 一 Sanger 双 脱 氧 终 止 一 Blue 体系 DNA 序列 分 析 


DNA 序列 分 析 方 法 是 直接 用 闭合 环形 的 双 链 重组 子 〈Pblue +DNA 片段 ) 按 双 脱氧 终止 
法 作 DNA 序列 分 析 ， 所 以 也 称 为 利用 双 链 质粒 DNA 模板 的 双 脱 氢 DNA 序列 分 析 法 
(dideoxy sequencing using double—stranded Plasmid DNA templates). 

Sanger 双 脱 氧 终止 法 的 基本 原理 : 双 脱 氧 核 苷 三 磷酸 对 DNA 聚合 酶 的 抑制 效应 是 当 
2 3' 一双 脱 氧 核 苷 三 磷酸 (ddNTP) 摊 入 到 核 苷 酸 生 长 未 端 ,取代 了 脱氧 核 苷 CdNTP) 之 后 ,由 
于 ddNTP 没有 3' 一 OH 基 团 ,所 以 核 苷 酸 链 就 不 再 能 够 继续 延长 (终止 了 链 的 合成 ), 于 是 在 
本 该 由 dNTP 摊 入 的 位 置 上 , 便 发 生 特异 性 的 终止 效应 。 例 如 在 同一 个 反应 试管 中 ,加 入 同一 
种 DNA 合成 的 引物 和 模板 ,DNA 聚合 酶 ,ddTTP,dTTP, 以 及 其 它 3 种 脱氧 核 苷 三 磷酸 
(dATP dGTP dCTP), He dATP 是 带 ?P 放射 性 标记 的 ,那么 经 过 适当 的 温 育 之 后 ,将 会 产 
生出 不 同 长 度 的 DNA 片段 混合 物 。 它 们 全 都 具有 同样 的 5 一 末端 ,并 在 3' 末 端的 ddTTP 处 
终止 。 将 这 种 混合 物 ,加 到 变性 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 进行 电泳 分 离 ,就 可 以 获得 一 系列 全 都 以 
3' 一 末端 ddTTP 为 终止 残 基 的 DNA 片段 的 电泳 谱 带 模式 。 使 用 其 它 核 苷 酸 的 抑制 物 ,如 
ddATP,ddCTP,ddGTP ,并 分 别 在 不 同 反应 试管 中 温 育 , 然 后 连同 第 一 个 ddTTP 反应 ,平行 
加 到 同一 变性 凝 胶 上 作 电 泳 分 离 ,最 后 再 通过 放射 自 显影 技术 ,检测 单 链 DNA 片段 的 放射 性 
条 带 。 结 果 可 以 从 放射 性 X 光 片上 ,直接 读 出 DNA 的 核 苷 酸 顺序 , 见 图 2. 10 
1. 试剂 

D 测序 套 药 kit》 

(2) a—*PdATP 

(3) 溶菌 酶 
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在 植物 基因 操作 中 ,行进 转录 分 析 已 成 功 地 用 于 对 光 调 控 基因 、 激 素 调控 基因 、 组 织 及 
器 官 特异 性 基因 、 生 物 钟 调控 基因 等 的 转录 调控 研究 . 所 用 的 探 针 涉及 质粒 、 纯化 的 DNA 片 
段 和 反 义 单 链 RNA 等 。 值得 注意 的 是 , 这 种 转录 分 析 方法 只 能 检测 探 针 杂 交 上 的 基因 区 域 的 
转录 情况 , 因此, 它 为 研究 基因 转录 调控 中 RNA 链 的 延伸 过 程 提供 了 一 个 好 的 方法 . 除 此 之 
外 ， 行 进 转录 分 析 还 能 用 于 研究 基因 的 瞬时 表达 。 








1. 试剂 
(1) 转录 缓冲 液 (2X ): 
50mmol/L Tris + HCl (pH7. 8) 
150mmol/L NH,CI 
15mmol/L MgCl: 
lmmol/L ATP 
lmmol/l. CTP 
lmmol/L GTP 
(2) 裂解 缓冲 液 : 
100mmol/L NaAc (pH5. 2) 
10mmol/L EDTA 
2% arkosyl (W/V) 
(3) 杂交 缓冲 液 : 
6XSSC 
1% SDS 
10% 去 离子 甲 酰胺 
(4) 清洗 缓冲 液 ; 
2XSSC 
0.1% SDS 


(5) 20% 三 氯 乙酸 (TCA) 
(6) 5mol/L NaCl 
(7) 水 饱和 酚 
(8) 氯仿 
(9) RNasin (RNase 抑制 剂 ) 
(10) [a—*P] UTP 
2. 仪器 
D 冷冻 离心 机 及 离心 管 
(2) 狭 线 印迹 用 的 代 滤 板 的 多 样 过 滤 加 样 器 
(4: Schleicher and Schuell 公司 的 Minifold 2) 
(3) 真空 泵 
(4) 滤 膜 
(5) 盖 格 计数 器 
(6) 封口 机 
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(7) 恒温 水 浴 
实验 程序 

1) 细胞 核 的 提取 见 1. 3. 1 

2) mRNA 探 针 的 准备 

(1) 向 一 灭 菌 干净 的 Eppendorf 管 中 加 入 100pl 2X 转 录 缓 冲 液 、5 单位 (units) RNasin 
和 100kCi 的 a 一 *P 一 UTP, 混 匀 后 , 向 体系 中 加 入 100 pl 的 分 离 好 的 细胞 核 ( 约 107 个 ), aE 
FIG «HEF 30 C 恒 温水 滩 中 保温 30min， 每 5min 倒置 混 匀 一 次 。 

(2) 向 反应 体系 中 加 入 400 pl 裂解 缓冲 液 . 混 匀 ; 再 加 入 400 pl KERER. mR. 置 
70C 保 温 15min。 

(3) 将 管 放置 水 上 10min, 向 体系 中 加 入 50pl 5mol/L NaCl 和 200pl 氯仿, 彻底 混 匀 后 ， 
4C 条 件 下 12 000rpm 离心 15min。 

O 上 清 转 至 另 一 新 管 ， 加 入 等 体积 的 20% TCA， 混 匀 后 ， 置 冰 上 保温 15min。 

(5) 真空 抽 滤 ,将 沉 痊 RNA 吸附 于 硝酸 纤维 素 小 膜 上 , 然后 分 别 用 10% TCA 洗 膜 2 次 ， 
80% 乙 醇 洗 膜 1 次 。 

(6) 将 膜 转 至 另 一 新 管 中 ， 加 入 mL 杂交 缓冲 液 ， 置 70C 洗 RNA 30min; 用 大 枪 头 将 
腊 挤 压 至 管 底 ， 收 集 所 有 液体 ， 加 入 tRNA 至 50pg/ml.， 

3) 多 样 过 滤 加 样 器 的 准备 

(1) 用 0.1 mol/L NaOH #1 dH.O 清洗 加 样 器 。 

(2) 切 一 张 与 过 滤 加 样 器 大 小 一 致 的 尼龙 腊 或 NC 膜 , 浸 于 10x SSC (用 于 尼龙 膜 ) 或 20 
XSSC (用 于 NC BO 10min, 

(3) 将 膜 放 于 加 样 器 中 ， 按 使 用 说 明 安装 带 滤 板 的 多 样 过 滤 加 样 器 并 在 每 条 狭 线 都 加 
入 10XSSC， 保 证 装置 没有 空气 泄漏 。 

4) 待 测 质粒 的 准备 

(1) 将 含有 待 愉 测 基因 的 质粒 (如 一 组 功能 基因 ) 各 0. Sug 用 适当 的 限制 性 内 切 酶 切 开 ， 
置 100C 5min 终止 反应 ， 冰 上 放置 10min， 然 后 加 入 200pl 冰冷 的 5xSSC。 

(D 按照 狭 线 印迹 杂交 装置 的 要 求 .把 变性 的 DNA ERE KER. 再 用 500pl 15 x SSC 
洗 一 次 ， 然 后 真空 烘 干 滤 膜 。 

(3) 将 该 滤 膜 用 杂交 缓冲 液 预 杂交 至 少 2hr， 然 后 加 入 2) 中 标记 好 的 RNA 探 针 ， 封 口 
后 ,将 杂交 袋 置 90 C 水浴 中 2min， 然 后 至 48 C 扬 动 杂交 36~48hr。 

(4) 杂交 完成 后 , 先 在 室温 下 用 清洗 缓冲 液 清洗 两 次 , K Smin. 然后 在 55C 一 65C 再 
洗 45min， 晾 干 后 ， 即 可 压 X 光 片 。 

(5) 将 NC 膜 等 体积 前 下 ， 作 液 闪 分 析 。 
结果 分 析 

(DUTP 摊 入 只 保持 极 短 时 间 ( 小 于 10min) 。 这 种 情况 的 起 因 很 可 能 是 由 于 反应 体系 中 
有 具有 UTP 水 解 活性 的 物质 存在 .解决 的 办 法 是 向 2 转录 缓冲 液 中 加 入 一 定量 的 未 标记 的 
UTP, 

(2) 在 空 载体 狭 线 处 杂交 信号 强 。 这 种 情况 肯定 是 假 阳 性 杂交 的 结果 。 为 去 除 这 种 博 况 ， 
将 膜 在 37C 先 用 2X SSC 清洗 lOmin, 然后 在 用 2XSSC， 10pg/mL RNase A 清洗 30min. BR 
王后 再 压 片 ， 应 该 能 避免 这 种 情况 。 
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DNA 时 错误 率 最 低 的 X10 °). EH Taq 及 其 突变 体 低 10 倍 , 比 Vent fil Pwo 低 2~4 倍 。 





主要 成 分 为 10 一 50mmol/L Tris + HCI, 50mmol/L KCI, 1. 5mmol/L MgCl:, 其 中 Mg 
浓度 办 能 影响 引物 退火 的 程度 、 模 板 及 PCR 产物 的 解 链 温 度 、 产 物 的 特异 性 、 引 物 二 聚 体 的 
形成 ， 酶 的 活性 及 精确 性 而 显得 极为 重要 。 
4. 模板 
可 以 是 基因 组 DNA、 质 粒 DNA、cDNA 、RNA 等 。 
(ASS MHF) 


5.1.1 基础 PCR 


1. 材料 
引物 ， 模 板 DNA 
2. 试剂 
PCR Kit， 液 体 石蜡 油 
3. 仪器 
PCR 仪 (PE480)， 电 汶 仪 ， 紫 外 照相 装置 
操作 程序 


(1) 在 一 灭 菌 的 0. 5ml 小 离心 管 中 依 次 加 入 总 体积 为 25 pD: 
10 buffer 2. Spl 
4X dNTPs 2. Opl 
primer ] (20pmol/L) 2. Opl 
primer II (20pmol/L) 2. Opl 





Template ( nDNA ) 1. Opl 

ddH:O 1541 

混 匀 ， 沸 水 浴 5min， 冰 上 4min。 然 后 再 加 入 : 
Taq E 0. 5pl (2U) 


矿物 油 25pl 

(2) 把 加 样品 的 Ep 管 稍 离心 后 ， 放 入 已 编 好 程序 的 PCR 仪 中 。 其 上 机 的 循环 条 件 为 ; 

94( 变 性 Imin, 50C 退火 Imin, 72( 延伸 1. 5min, 共 进 行 30 个 循环 , 然后 72C 再 延伸 
10min 以 补 平 DNA 末端 ， 一 20(C 保存 。 

(3) 1% Agarose gel 电泳 检测 ， 紫 外 照相 。 
结果 与 分 析 

PCR 产物 经 电泳 检测 在 预计 的 分 子 量 处 出 现 单一 DNA 条 带 ， 但 常常 是 一 条 带 有 主 带 的 
弥散 带 , 这 在 以 核 基因 组 DNA 做 模板 时 常会 出 现 , 可 能 的 原因 是 : 核 基因 组 复杂 度 高 , 退火 
温度 低 ， 延 伸 时 间 长 ， 引 物 和 模板 量 大 等 。 解 决 的 方法 有 : 减少 模板 和 引物 量 ， 提 高 退火 温 
度 甚至 在 68C 下 退火 和 延伸 , 降低 退火 和 延伸 时 间 ， 减少 循环 次 数 ， 改 变 Mg? RAE (1. 5 一 
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8mmol/L) 等 。 


思考 题 
1. PCR 的 特异 性 表现 在 哪 几 方面 ? 
2. PCR 产物 是 多 条 带 其 至 是 一 条 苏 散 带 E 
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附 : 简 并 引物 和 诱 变 引 物 的 设计 

尽管 在 概念 上 是 简单 的 ， 但 要 成 功 地 得 到 靶 序 列 的 扩 增 ，PCR 要 求 模板 、 引 物 、dNTP 和 DNA 聚合 酶 
之 间 的 无 数 复杂 相互 作用 。 引 物 设计 连同 反应 成 分 浓度 以 及 热力 循环 参数 的 变化 提供 了 其 他 分 子 生物 学 技 
术 中 少见 的 多 样 性 。 例 如, 使 用 引物 一 模板 双 链 体 错 配 的 PCR， 不 但 可 以 扩 增 相关 序列 ,还 可 扩 增 未 知 特性 
的 序列 。 还 可 设计 扩 增 巨大 正常 基因 背景 下 有 单 碱 基 选 择 性 改变 的 少量 突变 基因 

POR 的 可 变性 大 大 简化 了 分 子 生物 学 操作 , 要 改变 特殊 模板 序列 , 过 去 需要 若干 步骤 , 现在 用 少量 操作 
即 可 完成 , 在 合适 的 条 件 下 容许 在 引物 一 模板 双 链 体 的 3 末端 和 内 部 存在 错 配 , 因此 可 把 点 突变 和 期 望 的 限 
制 性 内 切 栈 位 点 直接 引入 引物 内 。 同伴， 也 可 用 类 似 的 方式 通过 引物 把 核 代 酸 的 缺失 和 插入 引入 扩 增 产物 
中 。 

简 并 引物 使 得 相关 然而 又 不 同 的 核酸 序列 , 以 及 只 知道 氨基 酸 序 列 的 到 日 标的 扩 增 成 为 可 能 .下面 简要 
介绍 一 些 关键 参数 和 具 代 表 性 应 用 的 指导 。 

1 简 并 引物 

-此 PCR 应 用 不 但 要 求 引物 容许 错 配 , 还 要 引物 能 与 本 知 序列 结合 。 由 于 遗传 密码 的 简 并 性 ,一 个 给 定 

的 氨基 酸 可 能 由 不 同 的 密码 子 编码 , 编码 每 种 氨基 酸 的 密码 子 数 日 列 于 表 5. 1 中 简 并 引物 是 将 可 能 编码 
给 定 氨基 酸 序列 的 核 敬 酸 组 侣 设计 为 一 组 。 简 并 穿 核 御 酸 链 可 独立 合成 ， 混合 为 库 或 者 在 DNA 合成 仪 
的 程序 中 在 一 个 位 置 上 放 咒 多 个 核 苷 酸 , 由 于 封闭 碱 基 稳定 性 的 不 同 ， 使 用 新 鲜 的 试剂 以 保证 简 并 引 
物 合成 的 可 重复 性 及 等 量 合成 。 一 给 定 引 物 库 的 简 并 度 可 通过 每 “位 置 可 能 的 核 苷 骏 数 相 科 得到， 例如 ， 
“AlaAsnileLysMet™ 的 引物 库 简 并 度 为 4X2Xx3Xx2x1=64 (编码 简 并 度 : Ala=4, Asn=2, lle= = 
2. Met 1), SQ MEA IF Fi EIIE A BEH ERGI OT H ACA HM ETAT DNA 或 cDNA 的 特异 序列 ， 依 
次 作为 探 针 第 选 基因 组 或 cDNA 文库 得 到 相应 克隆 。 当 只 知道 要 寻找 基因 的 小 部 分 蛋白 序列 时 , 这 是 一 个 获 
得 DNA 探 针 的 音 常 有 用 的 技术 。 基于 氨基 酸 序列 保守 区 域 设计 的 简 并 引物 也 用 于 搜索 一 个 基因 家 族 中 的 成 
员 、 不 同 物 种 的 问 源 基 因 或 相关 病毒 。 





we HER? 
























RS-1 密码 子 简 并 度 


























密码 子 数目 a E mR 
1 Met. Trp 
< 2 Phe. Tyr, His, Gln, Asn, Lys 
Ca 3 二 
1 Val. Pro. Thr. Ala. Gly 
— Fe 6 Leu. Ser. Arg 








设计 简 并 引物 时 ,一定 要 检查 又 扩 增 区 域 选 定 氨基 酸 遗 传 密码 的 简 并 度 。 很 显然 , 我 们 期 望 选 择 简 并 度 
最 低 的 氨基 酸 ， 因 为 这 样 特异 性 最 好 。 可 考虑 用 如 下 几 种 方法 提高 使 用 简 并 引物 的 扩 增 特异 性 : 
《1) 引物 库 可 合成 为 若干 亚 套 使 得 1 个 库 中 某 一 特写 位 置 包含 1 个 G 或 者 C, 而 另 一 个 在 同 “位 置 包含 
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1 个 A 或 者 T。 

(2) 混合 引物 的 简 并 度 可 利用 密码 子 的 翻译 偏 性 得 到 降低 。 

(3) 简 并 引物 可 短 到 4 一 6 个 氨基 酸 密码 子 的 长 度 。 可 在 5 未 端 连 上 包含 限制 性 酶 切 
以 使 便于 作 克 隆 。 

(4) 应 避免 引物 3 末端 的 简 并 ,因为 单 碱 基 错 配 会 阻碍 延伸 。 除非 是 Met 或 Trp 末端 密码 于 的 最 后 一 
个 破 基 可 以 省 路 。 

(5) 在 一 些 多 义 位 置 使 用 脱氧 次 黄 苷 可 降低 引物 库 的 复杂 人 性。 

次 黄 味 哈 核 苷 正常 出 现在 一 些 tRNA BERTHE, 在 翻译 过 程 中 能 与 A、C 和 U 配对 。 几 个 实验 认 
ARMARRIA ER” RE, 它 在 一 段 赛 核 苷 酸 序列 中 的 存在 好 像 既 不 妨碍 DNA 双 链 体 
的 形成 ， 也 不 影响 其 稳定 性 。 不 考虑 序列 影响 的 情况 下 ， 碱 基 对 稳定 次 序 为 1: C>>1: A>1:T=1:G 
(Martin et al. 1985), 包含 脱氧 次 黄 嘎 叭 核 苷 的 引物 已 成 功 地 用 于 根据 多 有 驮 序列 扩 增 cDNA 或 基因 组 片段 得 
到 DNA 探 针 (Schuchman et al. 19905 Aarts et al. 1991). Bi LIK SUES HAF ALLL 3 一 4 倍 量 摊 入 碱 基 位 置 . 
这 种 方法 对 有 大 量 简 并 密码 子 的 蛋白 质 是 很 有 用 的 。 模 板 中 的 次 黄 味 叭 核 背 通常 指导 CHBA. 

已 观察 到 PCR 的 热力 学 框架 很 显著 地 改变 简 并 PCR 的 成 功率 (Compton 1990). 选择 的 简 并 PCR 扩 增 
框架 先 在 非 严谨 退火 温度 (35C 一 45C) 下 进行 2 一 5 个 循环 , 随后 在 较 严谨 的 退火 温度 下 进行 35 一 40 个 循 
环 , 缓和 的 退火 条 件 使 得 引物 的 短 互 补 区 域 与 丢 序 列 杂交 。 扩 增 2 个 循环 以 后 ，5' 端 延伸 部 分 排 入 扩 增 产物 
内 作为 后 续 扩 增 循环 的 模板 。 通 过 转换 到 较 严 沸 的 退火 温度 可 达到 提高 特异 性 的 目的 。 而且, 若 在 退火 和 
延伸 温度 间 安排 4 或 5min 的 息 升 时 间 也 可 获得 更 高 的 特异 性 。 

2. 诱 变 引 物 

通过 PCR 的 错 配 引物 产生 突变 有 几 大 优势 : 四 在 引入 的 突变 类 型 方面 , POR 有 充分 的 可 变性 。 例如; 单 
右 基 痊 换 、 不 同 大 小 的 缺少 和 插入 都 可 通过 一 到 两 轮 PCR 容易 地 得 到 ; QPCR 产物 中 感 兴趣 部 分 的 突变 可 
通过 单一 步骤 克隆 入 任何 一 个 期 望 载体 中 ; @ 几 乎 所 有 的 克隆 都 含有 预期 的 突变 

突变 碱 基 在 引物 中 的 位 置 依赖 于 所 期 望 突变 的 性 质 。 若 要 在 一 单 -限制 性 酶 切 位 点 
换 或 插入 ， 只 需要 两 个 引物 〈 图 5. 2A)。 一 个 带 有 预期 突变 酶 切 位 点 〈 位 点 X) 的 错 配 诱 变 引物 (PO 与 另 

-个 带 有 第 二 个 限制 性 酶 切 位 点 〈 位 点 Y) 的 引物 (P2) 配对 进行 PCR。 错 配 应 位 于 一 个 24 或 36 HE OF 
PF REED HT]. PCR MHEAN X 和 Y 消化 后 克 降 入 合适 的 载体 内 。 若 想 在 附近 没有 方便 的 限制 性 酶 切 位 
点 的 序列 内 产生 突变 , 则 需要 两 大 引物 进行 两 轮 PCR (图 5. 2B). 引物 1 (PL) 与 诱 变 引物 P2 搭配 , 诱 变 引 
物 3 (与 P2 互补 ) 与 引物 4 搭配 , 在 第 一 轮 中 分 别 用 于 两 个 PCR。 ， 和 将 两 种 PCR 产物 CARNE REAL PCR 
产物 ) 混合 ， 少 部 分 (1/20~1/50) 在 引物 1 和 4 存在 的 情况 大 段 缺 失 和 了 柄 合 序列 的 引入 也 可 以 类 似 的 方式 
完 下 进行 第 二 轮 PCR 扩 增 。 由 于 第 一 轮 PCR 产物 中 含有 “ 诱 变 端 ” 重 登 序 列 ， 经 过 变性 和 退火 后 得 到 的 丙 
个 部 分 配对 双 链 体 的 一 个 作为 第 二 次 PCR 的 模板 。 第 二 次 PCR 扩 增 产物 用 来 进行 克隆 。 

用 来 产生 大 段 缺失 的 诱 变 引物 应 该 包括 缺失 区 域 的 侧 再 序列 〈 图 5. 2C)。 两 个 诱 变 引物 (P2 和 P3') 应 
该 在 3 末端 有 一 段 大 于 12 碱 基 的 与 丢 序 列 配对 的 区 域 及 一 个 大 于 7 磋 基 的 、 与 缺失 另 一 端 侧 慷 序列 配对 的 
错 配 尾巴 。 两 个 第 一 轮 PCR 产物 的 诱 变 端 重 登 序列 的 长 度 是 由 引物 P2 和 PS 尾部 的 总 碱 基数 目 决定 的 。 为 
了 连接 两 个 多 序 列 ， 诱 变 引物 的 错 配 尾巴 的 长 度 应 大 于 12 PBR (5.2D). 图 5.2B~D 中 引物 1 和 4 是 
位 于 用 来 克隆 PCR 产物 的 限制 性 酶 切 位 点 的 区 域 中 .另外 .用 来 进行 克隆 的 限制 性 酶 切 位 点 可 由 包含 该 限制 
性 位 点 序列 和 几 个 额外 碱 基 的 引物 引入 ， 以 保证 酶 在 3 端的 顺利 消化 。 

这 些 实验 中 使 用 的 引物 长 度 依 罚 于 序列 中 的 G/C 含量 及 期 望 的 突变 类 型 . 通常 3 末端 12~14 PHA 
补 的 碱 基 已 足以 完成 引物 的 退火 和 延伸 (Tm 约 40C ), 特别 是 AT 含量 不 是 特别 多 时 更 是 如 此 。 此 外 , 也 可 
通过 控制 退火 温度 来 进行 有 效 的 扩 增 。 

如 果 突 变 片段 的 核酸 序列 有 必要 进行 进一步 的 序列 分 析 。 图 5. 2A 中 引物 2 和 图 5. 2B~D 中 的 引物 对 
P1/P4 的 位 置 应 尽 可 能 接近 诱 变 引物 , 以 最 大 限度 地 减少 需要 由 测序 确定 核酸 数目 。 应 该 注意 最 大 腿 度 降低 
TaqDNA 聚合 酶 错误 掺 入 的 条 件 , 诸如 dNTP 和 MgCl, 的 浓度 。 使 用 时 要 仔细 地 优化 反应 条 件 , 诸如 dNTP 
和 MgCl. 浓度 、 pH 值 之 类 的 PCR 反应 参数 都 对 酶 的 忠实 性 有 影响 。 要 很 好 地 控制 模板 数量 和 扩 增 循环 以 减 





的 6~9 个 碱 基 





TS] A Pa AE HE 
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[用 [AP1 一 ARP1- 进行 PCR 


[用 API 进行 RT 





Lig [AP1+ARP4- 进行 PCR 
用 [AP2+ARP1] 进行 PCR 
用 (AP2+ARP2] 进行 PCR 
用 [AP2+ARP3] 进行 PCR 
总 RNA 样品 - La [AP2+ARP4] 进行 PCR 


用 AP2 进行 RT 
L 








[用 [AP12+ARP1] 进行 PCR 
lia [AP12 十 ARP2] 进行 PCR 
用 [AP12 十 AR 
| 用 CAP12+ ARP4] 


用 AP12 进行 RT | 






材料 、 试 剂 和 仪器 
1. 材料 

2 种 或 2 种 以 上 所 要 比较 的 植物 组 织 或 细胞 的 总 RNA 样品 (质量 要 高 )， 但 一 般 不 超过 
5 种 ， 每 种 总 RNA 样品 最 少 需 ng, 
2. 试剂 

1) 主要 试剂 由 HIEROGLYPH™ mRNA Profile kit for Differential Display Analysis 提 
供 。 这 个 系统 包括 5 个 差异 显示 分 析 试剂 金 ， 每 个 可 以 提供 约 20% 的 mRNA 。 每 个 kit 提供 
一 套 ; 

12 个 3' 端 “ 锚 定 ”引物 (pmol/L) 

4 个 5' 端 "随机 ”引物 (2pmol/L) 

dNTP 混合 液 〈 每 种 250kmol/L) 

RNA 标准 样品 (Hela Control RNA，1lpg/pl)， 用 以 证 实 反 转录 过 程 

iE: 每 个 “ 锚 定 ”引物 中 包含 了 一 个 T7 启动 子 (ACGACTCACTATAGGGC). 它 可 允许 从 3 端 进行 测 
序 ， 故 锚 定 引物 的 通 式 为 (5) T7 (dT12) APn (n=1~ 12) (3'); 每 个 随机 引物 中 包含 -- 个 M13 通用 反 向 
(一 48) 引发 序列 (ACAATTTCACACAGCA)， 它 允许 从 cDNA 片段 之 5 端的 测序 位 点 进行 直接 测序 ， 故 
随机 引物 的 通 式 为 ，(5') M13r 一 ARPn (n=1~20) (3) 

D 此 外 还 需 下 列 试剂 : 

(1) 反 转 录 酶 : 如 SuperScript™ II RNase H` Reverse Transcriptase (200U /pl) 

(2) 耐 热 的 DNA RAR: 如 Ampli Tag” DNA Polymerase (5U/pl) 

(3) RNA 酶 蛋白 质 抑制 剂 (RNasin Ribonuclease Inhibitor. Promega 公司 ) 

(4) [a—"P] dATP (1000~3000Ci/mmol/L) 

《5) 样品 上 样 缓冲 液 : 

95%% 去 离子 的 甲 酰胺 

20mmol/I. EDTA 

0. 05% YE 

0. 05% — aE FF 
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(6) 无 核酸 酶 的 无 菌 水 
(7) 无 RNA 酶 的 DNA 酶 1 (RNase 一 free DNasel) 
(8) cDNA 片段 再 扩 增 引物 : 
M13 反 向 (一 48) 24 一 mer (5'AGCGGATAACAATTTCACACAGGA3') 
T, 启动 子 22 一 mer (5'GTAATACGACTCACTATAGGGC3') 
(9) 酚 / 氧 仿 (V : V=1: 1, pH5.2) 
(10) 100%% 乙 醇和 70%% 乙 醇 
3. 仪器 
(1) 可 调式 水 浴 锅 
(2) PCR 仪 
(3) 移 液 器 (1 一 1000kl) 和 各 种 Tip k 
(4) 微量 离心 机 和 微量 Ep 管 
(5) 0. 5ml Ep 管 
(6) 紫外 分 光 光 度 计 
(7) genomyxLR DNA 测序 仪 


实验 程序 
1. 对 RNA 样品 的 检测 和 处 理 
总 RNA 样品 的 质量 是 决定 该 实验 成 败 最 为 关键 的 因素 之 一 , 故 首先 应 对 RNA 样品 的 质 
基 作 进一步 的 检测。 除 要 求 其 完整 性 良好 并 且 必须 满足 A:co/Azw 1. 8 外 , 还 必须 将 其 中 存在 
的 痕 基 DNA 除去 。 因 痕 量 污染 的 DNA 也 会 被 扩 增 , 并 对 DD 带 型 造成 假 阳 性 。 处 理 的 方法 
是 用 RNase 一 free DNasel 处 理 。 其 步骤 如 下 
(1) 在 总 RNA 样品 (25pg 总 RNA 溶 于 25kl Nuclease 一 free 的 水 ) 中 依次 加 入 下 列 试剂 
并 小 心 混 匀 ， 








Imol/L Tris + HCI (pH7. 5) 2. Spl 
25mmol/L MgCl, 20pl 
RNase—free DNasel (2U/pl) 2ul 


(2) 37 Cia fF 20min; 

(3) 加 入 200pl M/A f (V: V=1: 1, pH5.2). 快速 混 匀 10s，4C 时 以 最 大 速度 
(13 000rpm) 离 心 1 5min。 转 移 上 层 水 相 至 另 一 新 管 中 ; 

(4) 在 移出 的 上 层 水 相 中 加 入 1/10 体积 的 3mol/L NaAc (pH5.2) 和 2.5 倍 体积 预 冷 的 
100% 乙 醇 ， 混 匀 后 置 一 70C 冷 却 30min 或 一 20C 冷 却 2hr 以 上 ; 

(5) 4C, 12 000g 离心 15min; 

(6) 弃 上 清 ， 用 预 冷 的 70% 乙 醇 洗 沉淀 2 次 ( 注 ， RNA 沉淀 可 能 很 难看 见 ) 

(7) 4C, 12 000g 离心 10min， 轻 轻 移 去 乙醇 ， 并 空气 干燥 沉淀 ，( 大 约 10~15min, jE 
意 要 确保 不 能 有 残余 的 乙醇 留 下 )。 将 RNA 重新 溶解 在 20pl 无 菌 、 无 核酸 酶 的 水 中 。 

(8) 取 2pl 溶解 的 RNA 并 稀释 100 倍 (或 250 倍 ) 紫外 分 光 光度 法 检测 OD ogo fl OD exo 
(检测 前 将 已 稀释 的 RNA 在 65C 下 加 热 5min， 以 确保 RNA 的 二 级 结构 不 影响 测定 值 )， 
ODw/OD:w 应 该 大 于 1. 8; 

(9) 取 lugRNA、 在 0.8% 琼 脂 糖 ，1 XTAE 的 凝 胶 进 行 电泳 检测 〈 电 压 80V， 时 间 





5.2 应 用 PCR 技术 克隆 未 知 基因 159 





20min). WMR RNA 稍 有 降解 ， 便 不 能 用 于 DDRT— PCR; 

(10) 获得 高 质量 的 RNA 样品 后 , 每 Sug 为 一 小 份 贮存 于 一 70C (浓度 至 少 为 1pg/p1); 

AD 在 使 用 前 . 用 无 菌 、 无 RNA 酶 的 水 将 RNA 样品 稀释 至 0. iyg/pl, 置 于 冰 上 待 用 。 
2. cDNA 第 一 条 链 的 合成 〈 反 转录 反应 : RT rxns) 

该 程序 是 分 别 利用 12 个 Oligo (dT) 锚 定 引物 和 每 个 总 RNA 样品 的 等 份 获得 每 个 RNA 
样品 的 12 个 第 一 链 cDNA 群体 。 要 消耗 每 个 总 RNA 样品 2. dug. 另外 必须 注意 : 所 有 的 DD 
一 PCRs 的 完成 必须 设置 一 个 重复 ， 以 证 明 其 可 重复 性 。 

D 在 冰 上 融化 下 列 试剂 并 一 直 将 其 置 于 冰 上 : 

RNA 样品 

APs 〈 锚 定 引 物 ) 

dNTP 混合 液 

Hela RNA 

5X Super Script II RT First Strand Buffer 

DIT 

Super Script II RT 酶 (要 一 直 贮 于 一 20C ， 使 用 时 方 可 取出 ) 

(2) 用 0. 2mL FARE PCR 管 或 0. 5ml 的 PCR 管 作 为 RT 反应 管 (每 个 锚 定 引物 为 一 个 
RT rxn), 另外 还 需 准 备 一 套 正 对 照 反应 管 [这 是 用 标准 样品 RNA (Hela Control RNA) ( 需 
稀释 至 工作 浓度 0. lwg/pl)》 和 每 个 锚 定 引物 (AP) 反应 ] 。 

(3) 在 一 套 适当 的 RT 反应 管 中 加 入 下 列 物质 : 

总 RNA 样品 (0. lpg/pl) 2. Opl 

T: (dT12) AP 锚 定 引物 (2umol/L) 2. Opl 

小 心 混 匀 并 稍 离心 。 70C 温 育 Smin, 然后 置 冰 上 快速 冷却 。 稍 离心 将 管内 物质 收集 于 管 
底 。 

(4) 在 冰 上 按 下 表 所 列 建立 核心 混合 液 (RT core mix), 混合 液 的 量 要 根据 RT 反应 的 数 
基 来 决定 。 





RT 核心 混合 液 (RT core mix) 1Xrxn Vol. (20p1) 
5X Super Script II RT buffer 4. Opl 
250kmol/L dNTP 混合 液 (1: 1:1:1) 2. Opl 
100mmol/L DTT 2. Opl 
Super Script II RT 酶 (200U/yl) 0. 2pl 
无 菌 、 无 RNA Kyk 7. 8pl 


将 loul 核心 混合 液 (RT core mix) 加 入 步骤 © 中 的 回国 @ 他 的 各 个 反应 管 中 ， 混 合 均匀 
并 稍 离心 。 

(5) Æ PCR 仪 中 完成 RT 反应 GE: 可 以 对 下 面 的 反应 条 件 进行 修改 , 以 提高 cDNA 第 
一 链 合成 的 特异 性 ) 


D42C 5min 
加 50( 50min 
70C 15min 
D40 C 保持 


(6) 贮存 于 一 20C， 以 备 DD 一 PCR 所 用 。 
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NasHPO, + 7H.O 16. 100g/I. 
NaH.PO, + H:O 5. 500g/L. 
KCI 0. 75g/L 
MgSO, + 7H:O 0. 246g/I. 


调 pH 至 ?7.0 高 压 灭 菌 。 

(5) X 一 gal 贮 液 

溶 X 一 gal 于 N，N 一 二 甲 基 甲 咪 (DMF) 中 ， 至 终 浓度 20mg/mL， 一 20C 保存 。 
(6) Z buffer/X 一 gal 溶液 〈 新 鲜 配 制 ) 


Z buffer 100mL 
B- FZ MM 0. 27mL 
X 一 gal 贮 液 1. 67mL 

3. 仪器 


超 净 工作 台 ， 培 养 箱 , 摇 床 ,恒温 水 浴 ， 台 式 离心 机 ,微量 移 液 器 ， 低 温 冰 箱 ， 紫外 分 
光 光 度 计 
实验 步骤 

1 合成 含 至 3 NEFI ARE 的 核 苷 酸 序列 

2. 将 靶 序 列 插入 到 报道 载体 (pHISi，pHISi 一 pLacZi) 的 报道 基因 上 游 

3, 将 构建 好 的 顺 式 元 件 ， 报 道 载体 整合 进 YM4271 酵母 基因 组 

1) 从 顺 式 元 件 一 报道 载体 菌株 中 提取 质粒 

2) 用 质粒 转化 处 于 感受 态 的 酵母 菌 。 

4. 检验 酵母 中 报道 载体 的 本 底 表 达 ,选用 低 本 底 表达 的 酵母 菌 作为 报道 株 ,His 质粒 载体 
整合 到 LacZ 报道 菌株 构建 双 元 载体 

5. 扩 增 AD/ 文 库 ， 筛 选 AD 融合 文库 

D 参照 MATCHMAKER 文库 策略 进行 AD/cDNA 文库 的 扩 增 ， 纯 化 文库 DNA, 

2) 感受 态 酵 母 报道 菌 的 制备 

(1) 挑 取 直径 2~3mm 的 几 个 菌落 于 ImLYPD Ay HEE RE. ARS. 把 菌落 分 开 。 

《2) 将 细胞 悬浮 液 转移 至 含 50mL YPD 中 ,至 平台 期 COD>1.5), 

(3) 将 足 量 过 夜 的 菌 液 转 至 300mL YPD H. 使 OD=0.2~0. 3。 

(4) 30C. 230rpm {R 3hr. 

(5) 室温 下 ，1000g 离心 smin。 

(6) 弃 上 清 ， 细 胞 沉淀 加 入 25mL TE buffer. 悬浮 振荡 。 

(7) 将 细胞 收集 于 一 管 ， 室 温 下 ，1000g 离心 5min。 

(8) 细胞 沉淀 悬浮 于 TE/LiAc。 终 体积 至 1. 5ml.， 混 匀 。 

3) 感受 态 酵母 菌 的 转化 

(1) 在 无 菌 的 50ml. 管 中 加 入 20pgAD/cDNA 文库 DNA, 2mg 携带 DNA. WRS 

(2) 加 入 1. OmL 报道 菌株 ， 混 与 。 

(3) 加 入 6mlL，LiCUPEG ， 剧 烈 振 

(4) 30C. 200rpm {ER 30min, 

(5) 加 入 70pl DMSO， 轻 轻 颠倒 混 匀 。 








YH 10s， 混 匀 。 
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(6) 42(C 水 洽 中 热 激 15min ， 旋 动 混 匀 ， 于 冰 上 冷却 2min。 

(7) 室温 下 .1000g 离心 min 。 

(8) 弃 上 清 . IERT 2 个 50ml. 管 中 的 2x50ml. SD/ 一 His 液体 培养 基 中 。 

(9) 30C. 200rpm 摇 菌 1lhr。 

(10) 室温 下 ，1000g 离心 5min 。 

(11) 弃 上 清 。 悬 译 沉淀 于 7mL TE buffer 中 ,使 其 终 体积 为 7. 5mL 。 

(12) 取 10pl 悬浮 好 的 细胞 加 入 Iml TE buffer 中 稀释 , 取 200pl 的 稀释 液 在 SD/Leu 培 
养 基 上 铺 板 ， 确 定 转化 频率 。 

(13) 取 500pl 稀释 液 在 SD/Leu/ 一 His/ 加 适量 浓度 3 一 AT 培养 基 上 铺 板 。 

(14) 30 CM 4~6 R. 

(15) 挑 大 的 菌落 在 SD/Leu/ 一 His/ 加 适量 浓度 3 一 AT 培养 基 上 划 线 。 

6.8 一 半 乳 糖苷 酶 活性 的 鉴定 

(1) 在 含 1. 75mL Z buffer/X 一 gal 溶液 、 直 径 为 100mm 的 培养 多 中 各 浸泡 一 张 无 菌 的 
5mm Whatman #5 或 VWR 级 4131 滤 膜 。 

(2) 在 每 个 含 转化 子 的 琼脂 板 上 槛 盖 一 无 菌 、 干 燥 的 滤 膜 。 

O 用 牙签 透 过 滤 膜 在 琼脂 板 上 3 个 不 对 称 的 位 置 穿孔 。 

(4) 用 锰 子 小 心 把 滤 膜 取 下 ， 使 菌落 向 上 置 液 N: 中 浸泡 108, 

(5) 取出 滤 膜 ， 置 室温 下 使 之 融化 。 

(6) 将 滤 膜 菌落 向 上 ， 置 于 预先 浸泡 的 滤 膜 上 ， 两 滤 膜 之 间 不 要 留 气泡 。 

(7) 将 滤 膜 置 于 30( 或 室温 下 ，0. 5 一 8hr 内 观察 出 现 的 蓝 色 菌落 。 

7. 酵母 质粒 的 提取 

(1) 将 每 个 菌落 接种 在 50ml. SD/Leu 十 适量 浓度 3 一 AT 的 液体 培养 基 中 。 

(2) 30C. 200rpm 扬 菌 至 少 2hr, 

G) 室温 下 ，1000g 离心 5min。 

(4) FEW. 振荡 ， 使 沉淀 悬浮 于 200pl 酵 侠 裂解 缓冲 液 中 。 

(5) 加 入 200pl 酸 洗 玻璃 奶 ，20rl 酚 : MOT RRE (25 : 24 : 1)。 

(6) 以 最 高 速 振荡 ， 使 细胞 破碎 。 

(7) 室温 下 ，14 000rpm 离心 10min, 

(8) 转移 上 清 到 一 洁净 的 1. 5mL 管 中 , 加 入 1/10 体积 的 3mol/L NaAc，1pl 糖 原 ，2. 5 
体积 乙醇 沉淀 质粒 。 

(9) 置 于 一 70 ( 30min, 

(10) 14 000rpm 离 

(11) 用 70 妆 乙醇 洗 沉淀 ， 

(12) 将 沉淀 重 悬 浮 于 20pl TE buffer H. 










思考 是 
1. 为 什么 报道 载体 ? 
2.3 一 AT 在 本 实验 : tAE? witi 有 定 其 适量 浓度 。 
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6.5 异 源 互补 法 筛选 低 丰 度 的 基因 


最 早 克隆 的 植物 基因 是 那些 mRNA 丰 度 高 的 基因 ， 如 根 痛 的 豆 血红 蛋白 的 转录 本 和 正 
在 发 育 的 种 子 的 储存 蛋白 的 转录 物 。 克隆 丰 度 稍 低 的 基因 , 要 加 强 专 一 性 , 改变 技术 路 线 。 — 
般 可 纯化 兴趣 目的 蛋白 , 用 已 纯化 的 抗体 直接 从 cDNA 表达 文库 中 筛选 cDNA 或 免疫 沉淀 聚 
核糖 体 RNA ( polysomal RNAs), Ait, 构建 cDNA 文库 前 先 要 进行 富 集 处 理 。 另外 , 只 
有 微量 蛋白 被 测序 ,也 可 以 合成 相应 的 DNA 窒 核 苔 酸 作为 引物 去 合成 相应 的 CDNA 或 作为 
探 针 在 CDNA 文库 或 基因 文库 中 去 杂交 簿 选 。 

要 分 离 极 少 转录 本 的 基因 ,较为 简单 的 办 法 是 cDNA 表达 文库 转化 大 肠 杆菌 或 酵母 细胞 
(E.coli) 的 auxotrophic 突变 体 的 异 源 互补 法 。 这 种 方法 最 初 是 由 Davidson 和 Niswander 提 
出 的 ,并 用 于 从 缺少 aspartate carbomoyl transferase E. coli pyrB 的 突变 体 中 通过 功能 互补 获 
得 仓鼠 的 cDNA, 这 种 原则 在 编码 所 有 细胞 看 家 酶 的 基因 上 都 得 到 满意 的 回答 。 然 而 ,有 些 真 
核 细胞 的 酶 需 有 翻译 后 加 工 , 是 不 能 应 用 E. coli 异 源 互补 法 的 。 另外 ,有 些 酶 是 以 异 源 复合 
的 形式 被 激活 ,不 能 被 单一 的 cDNA 编码 。 另 一 种 可 能 的 困难 是 ,用 于 互补 的 表达 文库 一 般 产 
生 融 合 多 肽 ,有 些 酶 不 能 忍受 任何 N 一 端的 延伸 。 尽 管 如 此 . 它 的 筛选 效率 比 抗体 或 杂交 高 2 
一 3 倍 , 尤 其 是 对 那些 非常 不 容易 被 纯化 或 不 稳定 的 蛋白 (如 膜 蛋白 等 ) 来 说 ,更 是 如 此 。 

至 今 ， 用 上 .coli 的 异 源 互补 法 已 分 离 得 到 的 基因 有 玉米 的 PEP (phosphoenolpyruvate 
carboxylase), 玉米 的 GS (glutamine synthetase). SFH) GS HHY PSCR (A'—pyrroline 
~'5—carboxylate reductase)。 在 植物 氨基 酸 生 物 合成 途径 中 涉及 到 的 酶 含量 不 高 ,并且 纯化 
很 困难 ， 故 对 这 些 合成 途径 的 研究 进展 不 大 。 但 利用 了 异 源 互补 法 后 ， 相 继 分 离 了 脂肪 、 碳 
水 化 合 物 、 核 酸 和 维生素 代谢 中 编码 这 些 代谢 酶 的 基因 。 而 后 ， 为 了 解决 不 能 对 植物 基因 进 
行 蛋白 后 加 工 修饰 的 问题 ， 人 们 发 展 应 用 了 酵母 突变 体 的 异 源 互补 法 ， 成 功 的 例子 有 拟 南 芥 
# NH; 一 transporter 的 克隆 和 鉴定 等 。 此 技术 可 以 用 于 分 离 编码 转运 蛋白 的 基因 。 其 步 又 
为 , 首先 构建 一 个 诱导 的 cDNA 表达 文库 . 同时 , 要 找到 缺失 兴趣 目的 基因 的 酵母 突变 体 ; 第 
二 步 则 是 用 质粒 文库 转化 突变 体 细胞 ; 最 后 通过 特异 营养 培养 基 进 行 第 选 。 


6. 5. 1 cDNA 表达 文库 的 构建 OL 4.1) 





6.5.2 突变 型 (auxotroph) 细胞 的 转化 
材料 、 试 剂 和 仪器 


1. SOB medium (per liter) 
0. 58g NaCl 
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实验 程序 
1. 包 被 

把 抗原 〈 或 抗体 ) 在 碱 性 条 件 下 ， 使 其 吸附 在 酶 标 板 载体 表面 的 过 程 。 一 般 是 把 一 定 浓 
度 的 抗原 溶解 在 pH9. 6 的 碳酸 缓冲 液 中 ， 每 个 孔 加 入 后 ,4 C 过 夜 或 室温 ~37 C 放置 2hr。 
2. 漂洗 

去 除 残 余 物 ,将 松散 的 或 非 吸 附 的 物质 漂洗 掉 。 一 般 用 1%Tween 一 20 250 pl/ 孔 , 洗 3 遍 。 

在 以 后 的 各 步 间 ， 均 要 进行 漂洗 。 
3. 封闭 

用 无 关 蛋 白质 将 各 孔 内 的 空位 点 占据 ， 以 减少 或 消除 非特 异性 吸附 。 一 般 是 在 缓冲 液 中 
加 入 牛 血清 白 蛋白 ， 酪 蛋白 等 ， 将 这 种 高 浓度 蛋白 加 入 每 孔 200 pl 37 C 放 置 Ihr. 
4. BS 

取 一 定量 的 抗体 与 样品 混合 ， 样 品 中 的 待 测 物 〈 抗 原 ) 会 特异 地 与 抗体 反应 。 然 后 取 一 
定量 的 混合 液 加 到 细胞 反应 板 的 孔 中 ， 混 合 液 中 剩余 的 抗体 再 与 吸附 在 孔 内 的 抗原 反应 ， 根 
据 抗原 被 抗体 的 消耗 量 ， 计 算 样品 中 待 测 物 的 含量 。 
5. 加 二 抗 

二 抗 指 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 的 羊 抗 免 lgG ， 二 抗 能 特异 地 与 孔 内 的 抗体 〈 一 抗 ) 反应 。 
6 显 色 

在 各 孔 内 加 过 氧化 物 酶 的 底 物 邻 茶 二 胺 COPD) 或 四 甲 基 联 苯胺 ,在 少许 H:O: 的 作用 下 ， 
37C 保 温 15min， 加 100 pl 2N H:SO, 终止 反应 。 

置 酶 标 仪 上 测定 0. Doo ffl. 

现 以 植物 激素 ELISA 为 例 ， 谈 谈 操 作 程序 中 的 一 些 实验 要 点 ， 以 供 设计 实验 中 考虑 。 
1 OR 

ELISA 使 用 广泛 的 固 相 载体 是 塑料 〈 聚 茶 乙 刀 ) 微 孔 板 ， 亦 称 细胞 培养 板 ， 有 96 孔 、55 
孔 、40 孔 以 及 24 孔 等 各 种 型 号 ， 国 内 产品 质量 较 好 的 有 上 海 塑 料 制品 厂 、 天 津 有 机 玻璃 厂 、 
四 川 分 析 仪器 厂 〈 重 庆 ) 等 厂家 ， 其 它 载体 形式 有 8 联 或 12 联 或 组 装 小 杯 条 以 及 小 珠子 等 。 
在 建立 实验 方法 的 时 候 ， 推 荐 使 用 40 孔 板 ， 而 在 实际 测定 时 ， 则 以 96 孔 板 最 为 方便 。 因 为 
和 孔 多 ， 可 以 克服 边缘 效应 ， 耐 用 ， 可 测 样品 数 多 ， 重 复 也 多 。 

FER CAB FLA BY AY HEAR ELISA 的 基础 。 蛋 白质 是 依靠 非特 异性 的 疏水 力 和 塑 
和 料 表面 结合 的 ,其 等 电 点 .电荷 及 分 子 量 大 小 与 结合 无 关 , 一 般 情况 下 的 饱和 吸附 量 为 1, 5ng/ 
mm?*， 但 有 时 也 会 形成 双 层 或 多 层 吸附 ,这 些 依赖 蛋白 质 之 间 相互 作 用 而 产生 的 吸附 也 较 松 
WK. (AX ELISA 影响 较 大 。 这 些 现象 在 蛋白 质 等 电 点 处 发 生 较 多 。 

不 同 三 家 不 同 批 次 的 产品 在 吸附 性 质 上 存在 差异 ， 而 且 在 同一 批 板 上 也 存在 着 一 定 的 差 
异 。 对 ELISA 影响 较 大 的 是 边缘 效应 (edgeeffect ). 即 边缘 孔 比 内 孔 吸附 更 多 的 蛋白 质 。 i 
成 这 种 情况 的 原因 是 一 方面 两 者 表面 性 质 有 差异 , 另 一 方面 是 由 于 周边 与 内 孔 的 温差 造成 的 ， 
解决 的 方法 是 放弃 周围 孔 ， 或 者 预 热 或 在 带 鼓 风 条 件 的 温 箱 中 放置 ， 都 可 以 改善 边缘 效应 。 

影响 蛋白 质 在 塑料 表面 吸附 的 因素 主要 有 pH 值 、 温度、 浓度 和 时 间 . 通常 应 用 的 包 被 组 
冲 液 是 pH 为 9.6 的 碳酸 缓冲 液 ， 其 它 的 选择 还 有 pH 为 8.5， 含 100mmol/L NaCl 的 
10mmol/L Tris 一 NaCl 缓冲 液 和 PBS (pH7. 2, & 100mmol/L NaCl 的 碳酸 钠 缓冲 液 )， 甚 至 
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蒸馏 水 也 很 好 ， 对 于 某 一 特定 的 蛋白 质 来 说 ， 也 说 不 定 那 种 更 好 ， 可 以 用 实验 来 确定 。 包 被 
通常 在 4C 下 过 夜 或 室温 下 放置 2hr, 一 般 能 达到 最 大 包 被 量 最 适宜 的 包 被 浓度 通常 在 ~ 
10 pg/mL, 但 这 与 包 被 物 纯度 有 很 大 关系 , 例如 在 直接 法 ELISA 中 用 抗 血 清 直 接 包 被 和 用 纯 
抗体 包 被 的 浓度 要 相差 4 一 5 倍 。 
2. 洗涤 

洗涤 的 目的 在 于 清除 残留 的 成 分 及 松散 的 或 非特 异性 的 吸附 。 RM. Ae 
Tween 一 20 的 0.5% ~5% FY PBS 盐水 、 蒸馏水 甚至 自来水 , 但 安全 有 效 而 且 便宜 的 洗涤 液 应 
4 RAK —1%Tween— 20, 必要 时 可 加 NaN;(1%) 防腐 , 有 时 添加 0. 5mol/L NaCl 效果 
更 好 。 通常 洗涤 时 间 每 次 不 必 太 长 ，30s 足够 。 最 后 1 次 洗涤 , 即 酶 标 物 结合 以 后 的 洗涤 步 又 
十 分 关键 ， 必 须 洗涤 彻底 ， 因 为 很 微量 的 非特 异 吸附 的 酶 都 会 造成 很 大 的 误差 。 所 以 此 次 要 
比 通常 多 洗 1~2 次 。 
3. RS 

有 时 在 此 步骤 之 前 ， 有 一 个 封闭 步 又、 即 用 其 它 无 关 蛋 白质 将 包 被 之 后 板 上 的 剩余 位 点 
填 满 ， 避 免 以 后 步骤 中 抗体 及 酶 标 物 的 非特 异性 吸附 ， 但 实际 试验 证 明 此 步 并 非 必要 。 抗体 
缓冲 液 的 PH、 离子 强度 等 因素 会 影响 抗原 抗体 的 反应 ， 一 般 都 利用 接近 生理 pH (pH7. 5 Æ 
右 ) 的 缓冲 液 作为 缓冲 系统 ,但 某 些 抗原 抗体 反应 的 最 适 pH 可 能 有 所 不 同 ， 例 如 抗 ABA 一 
BSA 抗体 与 ABA 的 结合 在 pHA~10 的 范围 内 不 受 影响 , 而 抗 ABA 一 C4 一 BSA 抗体 与 ABA 
的 结合 却 在 pH6. 5 时 达到 最 大 , pH 值 低 时 则 显著 下 降 。 这 可 能 与 羧基 参与 结合 反应 有 关 。 A 
此 ， 不 同 的 抗原 抗体 反应 所 需 的 缓冲 系统 不 尽 相 同 ， 可 以 用 试验 确定 。 抗体 稀释 缓冲 液 中 常 
添加 1%~10% 的 BSA 或 0. 1%% 的 明胶 、 酷 蛋白 或 10% 的 正常 免 血 清 ， 抗体 稀释 液 保持 溶胶 
状态 ， 同 时 可 以 抑制 抗体 或 其 它 干 扰 恒 白 在 板 上 的 非特 异性 吸附 。 经 验 表明 ， 高 离子 浓度 可 
减 小 抗体 的 非特 异性 吸附 , 所 以 把 PBS 中 的 NaCl 浓度 提高 到 0. 5mol/L。 另 -常用 的 附加 成 
分 是 Tween 一 20, 这 是 一 种 非 离子 型 表面 活性 剂 ， 作用 是 抑制 依赖 玖 水 键 形成 的 非特 异性 吸 
M. 竞争 反 应 这 一 步 ， 是 我 们 进行 定量 的 决定 步骤， 其 理论 基础 是 下 述 的 平衡 反应 ; 

Ab+H+HP=AbH+AbHP 

其 中 Ab 表示 抗体 ，H 表示 游离 激素 , HP 表示 吸附 在 板 上 的 激素 一 一 蛋白 质 复合 物 。 根 
据 质量 作用 定律 ， 当 该 反应 体系 中 Ab 及 HP 的 量 确定 后 , 游离 H 越 多 , 结合 物 AbH 形成 的 
就 越 少 , 即 结合 板 上 的 抗体 就 越 少 , 我 们 通过 检测 结合 物 AbHP 的 多 少 ， 来 确定 H 游离 量 的 
多 少 , 这 是 ELISA 进行 激素 测定 的 基本 原理 。 可 以 看 出 足够 的 反应 时 间 对 于 达到 真正 的 反应 
平衡 很 重要 。 
4. 二 抗 

所 谓 二 抗 ,是 指 用 凉 根 过 氧化 物 酶 标记 的 羊 抗 免 IgG. 向 孔 内 加 入 二 抗 的 目的 是 为 了 检测 
经 抗原 抗体 反应 而 结合 在 板 上 的 激素 抗体 . 在 此 过 程 向 抗体 稀释 液 中 添加 PEG —6000 « 是 为 
了 促进 二 抗 与 一 抗 的 结合 (从 2~ 3hr 缩短 到 0. Shr). 并 提高 显 色 值 约 10%. 但 其 作用 机 理 不 
详 。 
5. 显 色 

这 是 最 后 的 ， 也 是 最 关键 的 一 步 。 对 于 此 步 来 说 . 尽管 该 酶 稳定 且 适 应 性 广泛 ,但 是 影 
响 其 显 色 的 因素 很 多 。 首 先是 底 物种 类 , 常用 的 是 令 葵 二 胺 COPD). 由 于 该 化 合 物 具 有 致 畸 
和 致 炎 作 用 ,属于 危险 试剂 。 人 们 又 利用 一 种 较 安全 的 化 合 物 四 甲 基 联 茶 (TMB) 作为 HRP 
的 底 物 , 发 现 它 显 色 更 灵敏 , 比 OPD 高 15 倍 ,而且 TMB 可 以 配 成 储 液 保 存 , 不 必 每 次 重 配 ， 
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比较 省 事 ; 第 二 个 影响 因素 是 HO, 的 浓度 ,通常 使 用 的 H:0, 的 浓度 偏 高 ， 会 抑制 过 氧化 物 
酶 的 活性 , 研究 表明 , 底 物 溶液 中 含 10 000-'~12 000 的 30%H.0, 为 最 适 浓度 ; HRP 的 最 
适 反 应 温度 是 15 C, 37 (下 尽管 反应 速度 很 快 , 但 酶 容易 失 活 , 而 在 该 底 物 溶液 中 添加 0. 1% 
Tween 一 20 可 以 减少 此 效应 ; 另外 , pH 值 也 是 一 个 重要 的 影响 因素 , pH 为 5. 0 时 反应 最 快 ， 
偏 高 或 偏 低 都 会 严重 影响 显 色 。 底 物 溶液 中 如 果 有 重金 属 离子 或 NaN, 都 会 抑制 酶 的 反应 。 

显 色 适当 后 〈 即 终止 后 各 孔 显 色 O.D 值 能 达到 1. 2 一 1. 5 而 本 底 即 完全 抑制 孔 不 超过 
0.1~0. 2). 可 用 50pl 2N 或 6N H,SO, 终止 。 适用 于 酶 联 免疫 测定 比 色 的 分 光 光度 计 为 酶 联 
免疫 分 光 光 度 计 ， 国 内 生产 厂家 较 多 ， 上 海 分 析 仪 器 一 厂 、 南 京华 东 电 子 管 厂 、 四 川 分 析 仪 
器 三 以 及 北京 分 析 仪器 厂 都 有 生产 ， 质 量 都 还 可 以 。 目 前 国内 比较 先进 的 是 华东 电子 管 厂 生 
产 的 DG3022A 型 ， 具 有 比较 完善 的 电子 设备 ， 可 辅助 结果 的 记录 和 处 理 。 

参考 文献 

1. 张 龙 其 等，1997,《 生 化 实验 方法 和 技术 》，364 一 371 

2. (Lith et. 1996, CHILD. 174~177 

3. RELL, 1994, CHARM MIEAD. 21~26 

CUR DRED 


7.3.3 双向 免疫 扩散 技术 一 一 平板 法 


抗原 抗体 反应 是 所 有 免疫 化 学 的 基础 .抗原 与 其 相应 的 抗体 具有 分 子 表面 结合 的 特性 ,二 
者 结合 是 有 一 定 比例 的 ， 只 有 在 分 子 比 合适 ， 并 有 电解 质 (如 NaCl, BARE, BEZH) 存 
在 的 条 件 下 才 可 见 到 沉淀 反应 。 扩 散 技术 是 抗原 抗体 反 ， 观 察 其 二 级 反应 一 一 沉淀 现象 
的 主要 方法 。 抗原、 抗体 在 凝 胶 中 扩散 ,并 进行 沉淀 反应 ,叫做 免疫 扩散 反应 
(Cimmunodiffusion)。 将 抗原 与 其 相应 抗体 放 在 凝 胺 〈 如 琼脂 ) 平板 中 的 临近 孔 内 使 它们 相互 
扩散 ， 当 扩散 到 两 者 浓度 比例 合适 的 部 位 相遇 时 ， 即 出 现 乳白 色 的 沉淀 线 ， 这 便 称 为 双向 锡 
疫 扩散 实验 。 这 一 方法 是 由 Ouchterlony (1948 年 ) 提出 的 ， 因此 又 称 Ouchterlony 技术 。 其 
基本 原理 是 : 抗原 抗体 在 一 定 pH 和 离子 存在 的 琼脂 糖 凝 胶 中 相向 扩散 , 一 定时 间 后 , 两 者 相 
遇 而 形成 不 明显 的 抗原 抗体 聚合 物 并 继续 扩散 ， 当 扩散 至 两 者 的 适当 比例 时 便 形 成 大 的 抗原 
抗体 复合 物 而 出 现 明显 沉淀 ， 形 成 垂直 于 扩散 方向 的 免疫 沉淀 线 即 等 价 线 。 在 沉淀 线 两 侧 由 
于 不 是 抗原 过 剩 ,就 是 抗体 过 剩 , 而 不 出 等 价 线 。 沉淀 线形 成 的 位 置 与 抗原 抗体 浓度 有 关 , 搞 
原 浓度 越 大 ， 形 成 的 沉淀 线 距离 抗原 孔 越 远 。 当 固定 抗体 的 浓度 ， 稀 释 抗原 ， 可 根据 已 知 浓 
度 抗原 沉淀 线 的 位 置 测定 未 知 抗原 的 浓度 ; 反之 , 固定 抗原 的 浓度 , 则 可 测定 抗体 的 效 价 。 
此 ， 双 向 免疫 扩散 实验 不 仅 可 对 抗原 或 抗体 进行 定性 鉴定 和 测定 效 价 ， 还 可 对 抗原 或 抗体 进 
行 纯度 分 析 和 同时 对 两 种 不 同 来 源 的 抗原 或 抗体 进行 比较 ， 分 析 其 所 含 成 分 的 异同 。 

双向 免疫 扩散 实验 包括 试管 法 和 平板 法 ， 其 中 较 常用 的 是 平板 法 。 
材料 、 试 剂 和 仪器 
1. 材料 

抗原 及 其 相应 的 抗体 〈 血 清 ) (或 SDS 一 PAGE 分 离 的 蛋白 抗原 及 其 相应 的 抗 血清 ) 

2. 试剂 
(1) 1% pH8. 6， 离 子 强度 为 0. 06 的 巴 比 妥 缓 冲 液 
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实验 结果 分 析 
当 样片 颜色 反应 及 部 位 观察 清楚 后 立即 进行 显 微 彩色 照相 并 记录 分 析 酶 定位 的 结果 。 
思考 题 $ 





SHEAR HERZ, 
2. afik KS RA AR? 
参考 文献 

1. 郭 重 芳 ，1964， 介 绍 慎 物 组 织 中 几 种 酶 的 定位 法 ,植物 生理 学 通讯 .2 期 
生物 系 植物 生理 教研 组 主编 ， 植 物 生理 学 实验 指导 ，187 
3F.H， 魏 海 姆 等 ， 慎 物 生理 学 实验 ，71，159 一 163 








ADR) 


8.6 ”植物 激素 的 提取 和 鉴定 


植物 激素 是 植物 生长 发 育 过 程 中 不 可 缺少 的 物质 ， 它 们 在 植物 体内 的 含 老 极 微 ， 在 一 定 
部 位 合成 后 ， 输 送 到 作用 部 位 ， 在 植物 生长 发 育 的 不 同时 期 或 阶段 分 别 起 着 调节 控制 的 重要 
作用 。 目 前 已 知 的 植物 激素 有 生长 素 CAA), RER (GA)、 细 胞 分 裂 素 (CTK)、 脱 落 酸 
(ABA) 及 乙烯 (ETH) RAR. 在 内 源 激素 的 研究 中 , 层 析 技 术 已 作为 检验 与 测定 的 不 可 缺 
少 的 分 析 工 具 。 本 实验 通过 对 植物 材料 的 破碎 、 茶 取 、 减 压 浓缩 、 过 柱 等 分 离 提 纯 技术 ， 利 
用 植物 组 织 中 的 激素 一 般 可 用 含有 亲 水 基 团 的 有 机 溶剂 提取 . 然后 通过 弱 碱 性 DEAE 一 32 tf 
维 素 离子 交换 柱 分 离 的 原理 ， 最 后 用 硅胶 薄 层 层 析 法 进行 纯化 检验 测定 。 
材料 、 试 剂 和 仪器 
1. 材料 

HED 
2. 试剂 

DEAE 一 纤维 素 、 乙 酸 乙 酯 、 甲 醉 、 石 油 醋 、0. 05mol/1 Na.SO, iHi, IN HCI 溶液 、 pH 
试纸 、 硅 胶 板 (10X 10em) 

展开 剂 : ETM: 异 丙 醇 : 氨水 :水 =2:8:1:1 

R: 异 丙 醇 : 氨水 : 水 =10:1:1 
3. 仪器 

薄膜 旋转 蒸发 器 、 组 织 的 碎 器 、 薄 层 层 析 仪 、 分 液 漏斗 、 分 离 柱 、 紫 外 灯 


实验 程序 





样品 (新鲜 或 低温 冰箱 保存 ) 
， 研 麻 冰 济 机 中 的 辽 30s. H] 80 MAKBER 3 次 
提取 液 HIE. ERE 


| ICME HERE. EHR 
VORRE A BE) 
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水 相 提 取 液 
[nstama sge ae 
脱色 的 水 相 提 取 液 
| 用 INHCI 该 调 至 pHz.8~3 
乙酸 乙 酯 芋 取 三 次 (1: 1) 
t 


EE See 
v Y 
有 机 相 水 由 


( 含 细 胞 分 裂 素 CTK) 
[as caemiiemr ss 


50% 甲 醇 洗 出 液 (40~50ml.) 
| 
DEAE 一 32 纤维 素 柱 〈 先 用 120ml dH.O 平衡 洗 柱 ) 
Jo 05mol/L Na:SO, 洗 脱 170ml 
洗 脱 液 〈 弃 开始 流下 的 50mL， 收 集 后 流下 的 120ml) 
[inHor aes pH2. 8~3 
乙酸 乙 酯 某 取 三 次 (1: 1) 
415 CR He a 8 A 
95% 乙 醇 洗 出 液 (准确 1~ 2m.) 


点 硅胶 板 〈 吸 取 乙 醇 提取 液 平均 分 配 于 起 点 的 
3 个 点 上 ， 男 三 不 点 分 别 点 上 标准 激素 涛 注 


WRB 








+ 
紫外 灯 下 观察 (或 仪器 分 析 ) 


站 
ABA、IAA、GA 


DEAE 一 32 纤维 素 柱 的 制备 ， 
取 DEAE 纤维 素 粉 . 先 浸 于 重 蒸馏水 中 。 漂 去 细 粒 ， 用 布 氏 漏斗 抽 滤 去 水 ， 然 后 移入 烧 


处 理 好 的 纤维 素 粉 装 入 直径 2m 层 析 柱 中 . 纤维 素 粉 高 约 20cm 备用 。 
结果 分 析 
紫外 光 下 可 见 到 ABA, TAA, GA 激素 瞳 班 〈 与 标准 激素 暗 班 相 对 照 ) AY RSE dO, 
思考 题 
1. $, 





SHARES TATE ER? 
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2. PHHRR HT ARESELS HED, 
参考 文献 
1. 上 海 植 生 学 会 编 ，1985， 植 物 生 理学 实验 手册 
2. 增 田 芳 雄 等 其 ，1976， 慎 物 激素 〈 译 本 )， 科 学 出 版 社 
3. 1】 静 等 ，1979, 植物 内 源 激素 的 提取 、 分 离 和 生物 鉴定 ,植物 生理 学 通讯 ， 第 三 期 
(RD WHR) 


8.7 放射 免疫 分 析 法 测定 几 种 激素 


放射 免疫 分 析 法 (Radioimmunoassay RIA) 的 基本 原理 是 建立 在 标记 抗原 (Ag * ) 和 非 
标记 抗原 Ag 对 限 址 的 特异 性 抗体 的 竞争 性 结合 反应 。 因 标记 抗原 和 非 标记 抗原 的 免疫 活 
性 完全 相同 ， 故 与 特异 性 抗体 具有 相同 的 亲 和 能 力 。 竞 争 结合 反应 通常 用 下 式 表示 ， 


Ag + Ab 二 Ag’ — Ab 
《标记 抗原 ) (特异 性 抗体 ) (标记 抗原 一 抗体 复合 物 ) 
+ 
Ag 〈 非 标记 抗原 ) 
ay 
Ag — Ab 


( 非 标 记 抗原 一 抗体 复合 物 ) 

从 上 述 反应 系统 可 以 看 出 ， 当 只 有 标记 抗原 和 特异 性 抗体 时 ， 只 产生 Ag 十 Ab 复合 物 。 
并 保持 可 逆 的 动态 平衡 。 如 在 反应 液 中 同时 加 入 非 标记 抗原 ， 因 标记 抗原 和 特异 性 抗体 的 基 
是 已 知 的 , 并 保持 一 定 的 比例 , 这 样 , 形成 的 Ag ` 十 Ab 必然 受 Ag 含量 的 制约 。 也 就 是 说 , 由 
FETARE. Ab 又 是 限量 的 , Ag’ 和 Ag 就 要 竞争 其 结合 部 位 . Ag 的 含量 高 , 则 形成 的 Ag 
一 Ab Z. Ag’ 一 Ab 就 相应 地 减少 。 反 之 ， 如果 Ag ` 的 含量 高 ， 则 形成 的 Ag’ 一 Ab g. Ag 
一 Ab 就 相应 的 减少 。 这 种 竞争 结合 的 逆 函 数 关系 应 用 于 放免 的 实际 工作 中 , 就 是 用 已 知 浓度 
的 标准 物 和 一 定 基 的 Ag 及 限量 的 Ab 反应 ,分 离 后 即 可 测 出 在 该 标准 物质 各 浓度 时 的 Ag’ 
一 Ab 复合 物 的 结合 百分率 。 以 结合 百分率 为 纵 坐标 , 标准 物质 的 浓度 为 横 坐标 绘 成 曲线 , 即 
为 竞争 抑制 反应 剂 基 曲 线 。 未 知 样品 在 同样 条 件 下 测 出 其 Ag 一 Ab 复合 物 的 结合 百分率 再 
根据 比值 从 标准 曲线 上 求 出 相应 的 Ag 的 浓度 。 


8.7.1 血清 或 血浆 孕 酮 放射 免疫 测定 法 


孕 酮 是 一 种 重要 的 性 激素 ， 不 仅 在 月 经 周期 的 调节 中 起 重要 作用 ， 也 是 维持 妊娠 所 必须 
的 一 种 激素 ， 建 立 一 种 敏感 而 简便 的 孕 酮 测定 方法 即 放射 免疫 测定 ， 对 于 临床 诊断 以 及 有 关 
科学 研究 工作 有 重要 意义 。 

孕 酮 放射 免疫 测定 是 恨 据 理化 性 质 相 同 的 标记 抗原 GH 一 P) 与 非 标记 抗原 P) 痢 能 特 
异地 与 抗体 〈 孕 酮 抗 血清 ) 结合 形成 复合 物 的 原理 ， 但 它们 之 间 起 竞争 作用 ， 当 抗体 与 标记 
抗原 的 其 恒定 时 ， 随 着 P 含量 的 升 高 ， 标 记 抗原 一 抗体 复合 物 的 生成 就 成 比例 下 降 . 这样 在 
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常用 的 电泳 缓冲 液 





缓冲 液 


使 用 液 


Wk E fE R (100mI.) 





Tris 一 乙酸 (TAE) 


1X: 0. 04mol/L Tris— L 
0. 001mol/L EDTA 


50X， 242g Tris 碱 
57. Iml. 冰 乙 酸 
100ml. 0. 5mol/L EDTA 
(pH8. 0) 





Tris — AR (TPE) 


1X; 0. 09mol/L Tris + 
0. 002mol/L EDTA 


R 


10X; 108g Tris 碱 

15. 5ml 85% 酸 

(1. 679g/ml.) 40ml. 0. 5mol/L 
EDTA (pH8. 0) 








| 5X: 54g Tris BR 

















TCE NTI F LANE FE. 


ME KCL Ta] fé HIF 





| 
| 0. 1%SDS 


物 ， 为 避免 这 





Tris 一 硼酸 (TBE) 0.5%: 0.045mol/1 Tris 一 硼酸 . 3g ABR 

0. 001mol/L EDTA 20mL 0. Smol /L. 

EDTA (pH8. 0) 

BRE HE” > 1X: 50mmol/L AEM | 1x: 5ml, 10mol/L 氧气 化 摧 

lmmol/L EDTA | 2ml. 0. 5mol/L EDTA 

| (pH8.0) 
1X : 25mmol/L Tris | 5x: 15. 1g Tris 碱 

Tris— HAM 250mmol/L tt EA Me 甘氨酸 (电泳 级 ) 





50ml. 10XSDS (电泳 级 ) 








温 下 用 玻 瑞 瓶 保存 5x 溶液 


KAER 1xTBE 作为 使 用 液 ( 即 1: 5 PRERE TEAO ETT SR ARE RS HK. 但 0. 5X 的 使 用 液 已 具备 


是 够 的 缓冲 容量。 日前 几乎 所 有 的 琼脂 糖 凝 胺 电泳 都 以 1 : 10 稀释 的 贮 
进行 聚 丙烯 酰氯 凝 胶 电 汶 使 用 的 1xTBE， 是 琼脂 糖 秦 胶 电泳 时 使 用 六 





液 作为 使 用 液 . 
度 的 2 f. WT AERE 





丰 情 的 缓冲 液 檀 较 小 ， 故 通过 缓冲 液 的 电流 量 通常 较 大 ， 需 要 使 用 1XTBE 以 提供 足够 的 缓冲 容量 。 
碱 性 电 洒 缓 冲 液 应 现 用 现 配 , 
Tris 一 十 氨 酸 缓冲 液 用 于 SIDS — EP BEE EH ik o 


3.3 ”常用 的 凝 胶 加 样 缓冲 液 
























Rib HOR 6x iit a | erm CO 

0.25 7%18 iE | 

(1) CHORE Af FF | 4 
10% (W/V) BRK | 

A 

0. AG iE 

2 0. THE ff FF 室温 
15 兴 内 起 糖 (Ficoll) (100 型 ) 水 溶液 











HER 
BE CO) 





缓冲 液 类 型 6X 缓 冲 深 
0.256 | 
(3) 0. 25% — aE FF | 4 
30 兴 甘油 水 溶液 

0. 25 4 OR 

40% (W/V) 蔗糖 水 溶液 
碱 性 加 样 缓冲 液 

| 300mmol/L 氢 氧 化 钠 | 
6mmol/L EDTA 
(5) 18% HERE (Ficoll) (400 $l; Pharmacia) 4 
水 溶液 
0.15% 溴 甲 酚 绿 
0. 25% HE FF 





























IEA ERER OES EAE: 四 增 大 样品 密度 ， 以 确保 DNA 均匀 进入 样品 孔 内 ; 
回 使 样品 呈现 颜色 ， 从 而 使 加 样 操 作 更 为 便利 ， 国 含有 在 电场 中 以 预知 速率 向 阳极 泳 动 的 染 
料 , 溴 酚 蓝 在 琼脂 糖 凝 胶 中 移动 的 速率 约 为 二 甲苯 青 FF 的 2. 2 倍 , 而 与 琼脂 糖 浓 度 无 关 。 以 
0.5X TBE 作为 电泳 液 时 ， 溴 酚 蓝 在 琼脂 糖 中 的 泳 动 速率 约 与 长 300bp 的 双 链 线 状 DNA 相 
同 ,而 二 甲苯 青 FF 的 泳 动 则 与 长 4 kb 的 双 链 线 状 DNA 相同 ,在 琼脂 糖 浓 度 为 0. 5%~1. 4% 
的 范围 和 内， 这些 对 应 关系 受 凝 胶 浓度 变化 的 影响 并 不 显著 。 

对 于 碱 性 紫 胶 应 当 使 用 溴 甲 酚 绿 作为 示 踪 染 料 ， 因 为 在 pH 条 件 下 其 显 色 较 省 酚 蓝 更 为 
鲜明 。 


3.4 测序 凝 胶 加 样 缓冲 液 


98% EF 0. 025% — FH FF 

10mmol/L EDTA (pH8. 0) 0. 025 % 1 M HE 

ARR: HS SAAR, AT SABER. KARETE., Bit. — 
且 略 呈 黄 色 , 则 应 在 磁力 搅拌 器 上 将 甲 酰 氨 与 Dowex XG8 混合 床 树脂 共同 搅拌 lhr 进行 去 离 
子 处 理 、 并 用 Whatman 1 号 滤纸 过 滤 2 次 。 去 离子 甲 酰 氨 分 装 成 小 份 ， 充 氢 存 于 一 70C 。 有 
Ai] Bit RRM PRA. HAMEL. 
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附录 4 与 DNA 凝 胶 电 泳 有 关 的 数据 


4.1 琼脂 糖 凝 胶 浓度 与 线性 DNA 的 分 辨 范围 








凝 胶 浓度 (%) | 线性 DNA KJE (bp) 
0.5 1000~ 30000 
0.7 800~12000 
1.0 500~ 10000 
1.2 400~ 7000 
15 200~3000 
2.0 | 50~ 2000 j 





4.2 RRE IRE RTE DNA 的 分 辩 范围 














WARE C% [W/V]*) 分 辩 范 转 
3.5 100 一 2000 
5.0 80~500 
8.0 60~400 
12.0 40~200 
15.0 25~150 
20.0 6~100 








其 中 含有 N，N' AE FR A A «fe SE TG EAP 1/30 


4.3 ROBE CRAB SS HE IR PIIR UCI BE Ber A EB a E 











Mee 7) [wna «p> | “HER FF (bp) 
3.5 | 100 | 460 
5.0 | 65 | 260 
8.0 45 | 160 
12.0 | 20 70 
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附录 10 ”酵母 遗传 学 命名 法 


用 于 酵母 遗传 学 早期 介绍 的 命名 法 及 其 规则 已 由 Sherman 和 Lawrence (1974) 以 及 
Sherman (1981) 作 了 概述 。 即 用 三 个 斜体 字母 命名 (例如 : arg), 与 Demerec 等 (1966) 提 
出 的 标准 相反 , 遗传 学 基因 座 通过 跟 在 基因 符号 后 的 一 数字 (而 不 是 字母 ) 来 表示 , 如 : arg2。 
显 性 等 位 基因 通过 使 用 基因 符号 的 三 个 斜体 大 写字 母 来 表示 , 如 : 4RC2. 左下 角 小 写字 母 则 
代表 隐 性 等 位 基因 ,如 :营养 缺陷 型 wrg2。 野 生 型 基因 用 一 个 右上 角 带 十 的 符号 表示 ,如 sup6- 
和 ARG? 。 用 一 个 连 字符 将 一 个 数字 与 一 个 基因 座 标记 隔 开 的 方式 表示 该 座位 上 的 等 位 基 
A. 如 : vsrg2-14。 座 位 序号 应 与 原来 的 标记 一 致 ， 但 等 位 基因 的 序号 可 因 不 同 实验 室 而 异 。 

表 型 的 名 称 通常 用 右上 角 带 有 十 或 一 的 罗马 字 的 相应 基因 标记 表示 ,如 :用 Arg- 和 Arg 
分 别 表示 精 氨 酸 非 依赖 型 和 精 氨 酸 依赖 型 。 

举例 说 明了 用 于 酿酒 酵母 遗传 学 命名 的 规则 : 





ARG2 一 个 基因 座 或 显 性 等 位 基因 

arg? 一 个 产生 依赖 精 氨 酸 作为 表 型 的 基因 座 或 隐 性 等 位 基因 
4RG2- 该 基因 的 野生 型 等 位 基因 

arg2-9 一 个 特异 等 位 基因 或 在 ARG2 基因 座 突变 

Arg 一 个 不 依赖 精 氨 酸 的 菌株 

Arg 一 个 依赖 精 氨 酸 的 菌株 

Arg2p 表示 ARG2 基因 的 蛋白 质 产物 





此 外 ， 还 有 一 些 特殊 规则 。 基 因 簇 、 同 一 基因 内 的 互补 群 或 一 个 基因 中 具有 不 同 特性 的 
区 域 可 以 用 带 有 大 写字 母 的 相应 基因 座 标记 表示 ， 如 : his44、his4B。 

随 着 酵母 重组 DNA 技术 的 广泛 应 用 , 出 现 了 一 种 适合 于 基因 插入 、 基 因 融 合 和 质粒 命名 
的 方法 ， 


ARG2; + LEU2 LEU? 基因 插入 ARG2 基因 座 ， 但 插入 的 位 置 没 有 破坏 ARG2 
的 功能 

arg2: + LEU2 LEU? 基因 插入 ARG? 基因 座 , 但 插入 的 位 置 破坏 了 ARG2 的 
功能 


arg2-101: :LEU2 LEU2 基因 插入 ARG2 基因 座 , 但 插入 的 位 置 破坏 了 ARG2 的 
功能 且 标 明了 被 破坏 等 位 基因 的 位 置 


cycl-arg2 CYC] 和 ARG2 两 个 基因 发 生 了 融合 ， 融合 后 的 两 个 基因 都 是 
无 功能 的 

P..-ARGZ CYC] 基因 启动 子 和 ARG? 基因 的 融合 体 , 融合 后 的 ARG2 基 
因 是 有 功能 的 

[Ycp-ARG2] 携带 一 个 有 功能 ARG 基因 座 的 着 丝 粒 质 粒 

[Pek101] 表示 一 个 具体 的 质粒 ， 其 结构 可 查 资 料 


尽管 应 尽量 避免 使 用 上 标 , 但 有 时 为 了 方便 也 分 别 使 用 右上 标 R 或 S 来 区 分 抗 性 或 敏感 
基因 。 例如: 控制 刀 氨 酸 硫酸 抗 性 (can1) 和 硫酸 铜 抗 性 (CUP1) 的 基因 及 其 敏感 等 位 基因 
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可 分 别 用 can*1 CUP*1 CANS1 和 cupsl 表示 。 

交配 型 和 相关 基因 座 的 野生 型 和 突变 型 等 位 基因 的 命名 法 并 不 遵循 上 述 标准 规则 。 交 配 
型 基因 座 的 两 种 野生 型 等 位 基因 用 MATa 和 MATa 表示 ; MATa 的 两 个 互补 群 用 MATal 
MATa2 表示 ; MAT 基因 的 突变 基因 用 mata-1matal-1 表示 ; HMR 和 HML 基因 座 的 野生 型 
同宗 配合 等 位 基因 用 HMRa、HMRa、HMla、HMIa 表示 。 这 些 基因 座 的 突变 型 基因 用 
hmra-1、hmra-1 表示 。MATa 和 MATa 细胞 的 交配 表 型 分 别 用 简单 a 和 a 表示 。 显 性 和 隐 
性 抑制 基因 应 分 别 用 带 有 基因 座 序号 的 3 个 大 写字 母 或 3 个 小 写字 母 表示 ,如 :SUP4、SUF1、 
sup35、suf11。 在 一 些 情况 下 ，UAA 抑制 基因 和 UAG 抑制 基因 还 要 分 别 在 基因 座 序号 后 加 
上 0 fila, HM: SUP4-o 代表 SUP4 基因 座 的 抑制 基因 ， 它 将 酷 氨 酸 残 基 插入 UAA 位 点 ， 
SUP4-a 同样 代表 SUP4 基因 座 的 抑制 基因 , 但 它 将 酷 氮 酸 残 基 插 入 UAG 位 点 。 相应 编码 正 
常 的 酷 氨 酸 tRNA 并 且 无 抑制 活性 的 野生 型 座位 可 以 用 sup, 十 表示 。 因 此 ， 酵 母 中 抑制 基因 
及 其 野生 型 等 位 基因 的 命名 法 与 细菌 的 命名 法 无 关 .。 例如 : 用 ww, 十 表示 一 种 大 肠 杆 菌 精 石 抑 
制 基 因 , 它 可 将 酷 氨 残 基 同 时 插入 UAA 和 UAG 位 点 ; 而 用 wu se — aR supC 表示 编码 正常 
BHAA tRNA 且 无 抑制 活性 的 野生 型 等 位 基因 。 

对 于 大 多 数 编码 蛋白 质 的 结构 基因 而 言 ， 有 功能 的 野生 型 等 位 基因 通常 突变 型 基因 为 显 
th. 酵母 中 ,习惯 使 用 斜体 符号 如 : HIS4, LEU? 来 表示 显 性 基因 。 因为， 通常 使 用 隐 性 突 
变 位 点 进行 遗传 作 图 ， 而 已 发 表 的 染色 体 图 谱 通 常 含有 某 基因 的 突变 型 。 例 如 染色 体 1 含 
有 his4 和 leu2， 而 染色 体 N 含 有 SUP? 和 "FJ.D1。 由 于 大 写字 母 被 用 来 代表 控制 相同 性 状 的 
显 性 野性 型 基因 (如 SUC1, SUC?) 而 遗传 作 图 时 使 用 基因 的 显 性 形式 , 所 以 在 遗传 图 谱 中 ， 
那些 染 ′” 站 基因 座 用 大 写字 母 表示 。 此外, 使 用 重组 DNA 技术 与 经 典 作 图 相 结合 的 方法 已 经 
对 某 些 、-A 片段 进行 了 定位 ， 大 写字 母 也 用 来 为 这 些 DNA 片段 命名 ,如 : RDN1， 一 种 编 
FURS RNA 的 片段 。 

Shea: [X] A. 亚当 斯 ，D.E, 高 特 矢 林 ，C.A. 凯 泽 ， 等 ，2000、 醇 母 遗 传 学 方法 实验 
指南 Y 科学 出 版 社 ， 





附录 11 缩 略 语 表 

AD activation domain 转录 激活 结构 域 
AFTI activator of ferrous transport 铁 转运 激活 子 

AHA Arabidopsis H- 一 ATPase 拟 南 芥 的 H--ATP 酶 
AP alkaline phosphatase 酸性 磷酸 酶 

AP anchored primer 3 - 端 锚 定 引物 

AP ammonium persulfate TERE 

Ap ampicillin 氨 芝 青霉素 

ARP arbitrary primer 5 - 端 锚 定 引物 

ARS autonomously replicating sequence 自主 复制 序列 

BCIP 5-bromo-4-chloro-4-indolyl phosphate 5- 省 -4 毛 -3 吗 吧 磷酸 


BD DNA binding domain DNA 结合 结构 域 
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BLAST basic local alignment search tool 


BLOTTO bovine lacto transfer technique optimizer 


BPDS bathophenarthroline disulfonate 


BSA borine serum albnmin 


CAPS 3- [eyclohexylamino] -1-propanesulfonic acid 


CBB coomassie brilliant blue 
CCC cation-chloride cotransporter 
CEN  Centromere 

CM complete minimal dropout medium 
CPM (S) count per minute (second) 
CTAB cetyltrime thylammonium bromide 
CTR1 Copper transport 

DDBJ DNA data bank of Japan 

2DE two-dimentional electrophoresis 
DEPC diethylpyrocarbonate 

DIG digoxin 

DMSO dimethyl sulfoxide 

dNTP dATP dTTP dCTP dGTP mix 
DTT 1, 4-dithiothreitol 

EB ethidium bromide 

EDTA ethylenediamine tetra acetate 






ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 
EMBL Euroupe molecular biological labrary 
FDR3 Fe 
FET3 Fe 


Frd Ferric-chelate reductase-deficient 


-deficiency-related clone 





-transport 


FRE Ferric reductase 

Geiger 

GenBank 

GIT guanidinium isothiocyanate 
Gly glycine 

HCG human chorionic gonadotropin 
HGP human genomics project 


HEPES | N-2-hydroxyethylpiperazine-n’ -2-ethanesulfonic 


acid 


HPCE high performance capillary electrophoresis 


HRP horseradish peroxodase 
Idsl iron deficiency specific gene. No. 1 


HTML hypertext markup language 
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每 分 钟 ( 秒 ) 计数 

十 六 烷 基 三 甲 基 省 化 锭 

铜 转运 蛋白 

日 本 DNA 数据 库 

双向 电泳 

焦 碳酸 二 乙 酯 

地 高 辛 

ZEIA 

BR EAT = Ba 

= HiT ERY bree 
济 化 乙 锭 7 
UZEZ f 

酶 联 免疫 吸附 测定 r 
欧洲 分 子 生物 学 实验 室 

缺 铁 相关 克隆 
Fe (1) 转运 基因 
三 价 铁 获 和 物 的 还 原 酶 缺损 突变 
Fe (1) 还 原 酶 

放射 性 计数 器 

核酸 数据 库 

异 硫 氰 酸 肽 

甘氨酸 

人 绒毛 膜 促 性 腺 激素 

人 类 基因 组 计划 





N-2-F Z IEORIR-N' -2-Z RAR 
高 效 毛 细 管 电泳 
ARA RULDA 
1 号 缺 铁 专 一 基因 
超 文本 标记 语言 

















WRI BEER 2 m, 
http hypertext transfer protocol 超 文本 传输 协议 

Ids2 iron deficiency specific gene. No. 2 2 号 缺 铁 专 一 基因 

IEF isoelectric focusing 等 电 聚 焦 

IPTG isopropyl-l-thio-8-D-galuctoside 异 丙 基 - 硫 代 -B-D- 半 乳糖 葵 
IRT iron regulated transporter 调节 铁 转运 蛋白 

Km kanamycin PREZ 

LB Luria-Bertani LB 培养 基 

MAC metal binding activator 金属 结合 激活 子 

MCS multiple cloning sites 多 克隆 

MOPS 3-N-morpholino-propane sulfonic acid 3-N 吗 啉 代 - 丙 磺 酸 

MRE metal response element 金属 反应 元 件 

NBT nitroblue tetrazolium 确 基 蓝 四 氮 唑 

PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 聚 再 场 酰 胺 凝 胶 电泳 
PEG polyethylene glycol LOM 

PCR polymerase chain reaction 聚合 酶 链 式 反应 

PM plasma membrane 质 膜 

PMSF phenylmethy! sulfonyl fluoride A A A 

PVDF polyvinylidene difluoride Film TRS {hh A 

PVP polyvinyl pyrrolidone 聚 乙烯 吡咯 烷 酮 

RACE rapid amplification of cDNA ends cDNA 末端 快速 扩 增 
rpm rotor per minute 每 分 钟 转速 

RT-PCR reverse trascription polymerase chain reaction ” 道 转 录 聚 合 酶 链 式 反应 
SAM Sadenosylmethionine SAR EF HE AMR 

S-D sequence Shine-Dalgarno sequence S-D 序列 

SDS sodium dodecyl benzene sulfonate eS HN 

SFD Suppressor of ferrous uptake defect 大 麦 铁 吸 收 缺陷 的 抑制 子 
SLS N-lauroylsarcosine sodium 十 二 烷 基 肌 氨 酸 钠 

TCA trichloroacetic acid 三 氧 乙酸 

TEL telomere 端 粒 

TEMED N，N，N'，N'-tetramerhyl ethlenediamine 四 甲 基 乙 二 胺 

Tris trishydroxymethlaminomethane ELLE BE Fb 

www world wide web 万 维 网 

X-gal (5-hromo-4-chliro-3-indolyl-B-D galactoside) 5-18-14- A-3-0IRR-B-D FILAKIT 
YAC artificial chromosome 酵母 八 工 染 色 体 












st nitrogen base 酵母 基本 氨 源 〈 无 氨基 酸 或 硫酸 氨 ) 
HERM AAR MRR GAH A) 
玉米 Fe (H) 吸收 转运 体 的 缺失 突变 
真 核 生 物 Zn/Fe 转运 相关 蛋白 


YPD yeast/peptone/dextrose (media) 
ysl yellow stripel 
ZIP ZRT/IRT protein 


